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 La infertilidad afecta hoy en día al 15% de las parejas en edad fértil. Su origen es 
difícil de determinar, no obstante, se estima que en un 50% de los casos es debido 
a un factor masculino. Sin embargo, en la actualidad, los medios de los que se 
dispone en la clínica para evaluar el potencial fértil de un varón se limitan a una 
valoración cuantitativa y morfológica, en cierta medida subjetiva, de los 
espermatozoides (spz). Del mismo modo, la selección de spz para los tratamientos, 
tampoco está basada en características moleculares. 
Con tal de mejorar estos aspectos, se están buscando marcadores moleculares en 
el spz que puedan ser utilizados como diagnóstico y a la vez como herramienta para 
la selección espermática pre-tratamiento. En esta línea, el presente proyecto tiene 
como objetivo evaluar el potencial uso de 3 moléculas como biomarcadores 
diagnósticos o pronósticos de las TRA y su posible aplicación en el enriquecimiento 
de una población espermática en células con las moléculas de interés, utilizando la 
técnica de MACS. 
Las tres moléculas candidatas -PLA2G2A, CD84, UBQ- han sido seleccionadas a 
partir de información obtenida en estudios previos del grupo y de la bibliografía 
disponible, por su relación con los resultados reproductivos, localización en el spz 
(membrana) y función. 
Con tal de evaluar el potencial uso de las candidatas como marcadores de calidad 
espermática se ha evaluado la relación entre su presencia (mediante citometría de 
flujo), en muestras capacitadas de spz utilizadas para TRA, con: los parámetros 
básicos del semen, la calidad de los embriones generados tras los tratamientos de 
ICSI y el éxito reproductivo de los tratamientos. 
De estos análisis se concluye con respecto al CD84 que no es un buen candidato a 
ser marcador de calidad seminal por su limitada presencia en las muestras 
espermáticas y la ausencia de correlaciones biológicamente importantes con los 
parámetros analizados. Con respecto a PLA2G2A, se han encontrado relaciones 
inversas entre su presencia y los parámetros de calidad seminal post capacitación, 
también se han descrito asociaciones directas entre algunas variables de buen 
desarrollo embrionario y la presencia de la molécula en spz, siendo estas relaciones 
muy poco robustas. En el caso de la UBQ se ha verificado que existe asociación 
entre su presencia en los spz y los parámetros básicos de calidad seminal y además 
por las asociaciones encontradas con la calidad embrionaria parece un buen 
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1. La infertilidad 
La Sociedad Americana de Medicina de la Reproducción (ASRM) define la 
infertilidad como una enfermedad que se caracteriza por la incapacidad para 
conseguir embarazo de manera natural después de más de 12 meses de relaciones 
sexuales sin protección o inseminaciones con semen de donante (Practice 
Committee of the American Society for Reproductive Medicine 2013b).  
A pesar de que se manejan cifras globales mundiales de afección de esta 
enfermedad (entre el 15-20% de la población), el estudio epidemiológico de la 
infertilidad tiene algunas características que lo hacer particularmente complejo.  
La principal dificultad que plantea el estudio de la infertilidad es que la única 
manera de medirla (el resultado único) es el nacimiento de un bebe sano, sin 
embargo son dos los factores que deben estudiarse: el factor femenino y el 
masculino, por su contribución independiente a la enfermedad (Winters and Walsh 
2014).  
Por otro lado, la mayoría de estudios disponibles en cuanto a la prevalencia de la 
infertilidad no son comparables entre sí, puesto que presentan definición de 
infertilidad diferentes, así como  métodos de cálculo distintos (Mascarenhas et al. 
2012).  
Por último, también es interesante señalar el alto componente social y la naturaleza 
“íntima” que tiene esta enfermedad que puede hacer desviar las estadísticas y los 
estudios, sobre todo en determinados países (Agarwal et al. 2015).  
A pesar de estas dificultades y teniéndolas en cuenta, se señalarán algunos de los 
datos más actualizados de los que disponemos, para dar una visión general de la 
magnitud y la importancia del estudio de la infertilidad. 
La Sociedad Europea de Reproducción Humana y Embriología (ESHRE) en Octubre 
de 2016 publica que una de cada 6 parejas en el mundo experimentará a lo largo 
de su vida fértil alguno de los tipos de infertilidad que existen y señala que la 
prevalencia de la infertilidad es del 9% en mujeres de entre 20 y 44 años (ESHRE 
2017) 
Un artículo de Mascarenhans y colaboradores, que analiza los datos de 277 
encuestas de todo el mundo, estima que el número de parejas afectadas por esta 
enfermedad era en 2010 de 48,5 millones. Siendo las regiones con mayor 
prevalencia: Sur de Asia, África subsahariana, Norte de África/Oriente medio, 
Europa central y del este y centro de Asia (Mascarenhas et al. 2012). 
Además de la infertilidad existe otro término con significado similar; la esterilidad, 
que hoy en día se utilizan indistintamente, aunque esterilidad se ha quedado como 
un término relativamente anticuado. En su origen ambos términos tenían 
significados sutilmente diferentes, siendo la esterilidad la incapacidad para 
concebir y la infertilidad la incapacidad de una pareja para gestar y dar lugar a un 
recién nacido. Por lo tanto, la infertilidad engloba o incluye la esterilidad (Nieschlag 
2010). En este trabajo se usarán ambas palabras como sinónimos.  
La determinación de la causa de la infertilidad de una pareja resulta bastante 
complicada, debido a los múltiples factores que intervienen, que a su vez provienen 
de dos entes individuales, como ya hemos apuntado previamente.  
Aunque tradicionalmente el estudio del origen de la infertilidad de una pareja se ha 
focalizado en las mujeres, hoy en día se dispone de estudios que demuestran la 
práctica igualdad entre ambos factores como posible origen de la infertilidad de 






 20-30% de los casos se explican por causas fisiológicas en el hombre  
 20-35% por causas fisiológicas en la mujer 
 25-40% la causa es mixta (ambos tienen alguna afección) 
 10-20% no se conoce la causa de la infertilidad 
1.1 La infertilidad masculina 
Como se aprecia en los datos aportados por la ESHRE, trastornos del factor 
masculino están presentes en  aproximadamente el 50% de los casos de infertilidad, 
ya sea el único causante o en combinación con alteraciones también en el factor 
femenino (Agarwal et al. 2015, ESHRE 2017).  
Se estima que alrededor de 7 de cada 100 hombres en el mundo se enfrentan a 
alteraciones de su fertilidad en algún momento de su vida. Lo que supone superar 
en prevalencia a enfermedades como la diabetes mellitus que es considerada casi 
endémica (Nieschlag 2010). 
De acuerdo a una reciente revisión de Agarwal y colaboradores (Agarwal et al. 
2015) en el mundo existen al menos 30 millones de hombres con infertilidad, 
encontrándose las mayores tasas en África y en el este de Europa. 
La infertilidad masculina puede ser el resultado de diversas alteraciones a distintos 
niveles: anomalías en el control hormonal, desórdenes en la espermatogénesis, 
interrupción del trasporte de espermatozoides, mutaciones, fallo en la interacción 
entre espermatozoide y ovocito o trastornos del coito (de Kretser et al. 2007). Se 
muestra una visión global de algunas posibles causas en la Tabla 1. 
 
Causas de Infertilidad Masculina 
Hormonales Lesiones hipotalámicas Síndrome de Kallman/ Inducidas por opiáceos 
Lesiones de la pituitaria 
Tumores/ Hemocromatosis/ Supresión de la LH y FSH 
por abuso de andrógenos u opiáceos 
Nivel testicular 
Defectos en la síntesis de andrógenos/ Mutaciones en 
receptores de andrógenos 









Síndrome de Klinefelter/ Delecciones en el cromosoma 
Y/ Disquinesia ciliar primaria 
Metabólicas Fallo renal/ Fallo hepático 
Tumores testiculares  
Defectos idiopáticos en la espermatogénesis 
Post-
testiculares Obstructivas 
Ausencia congénita de vasos deferentes / Enfermedad 
de trasmisión sexual/ Cirugía post-inguinal/ 
Vasectomía/ Intra-prostática 
Defecto madurativo del epidídimo 
Infección de la glándula accesoria 
Anticuerpos anti-espermatozoides 
Trastornos coitales 
Relaciones sexuales poco frecuentes / Disfunción 
eréctil/ Alteraciones eyaculatorias 
Alteración a nivel de la interacción espermatozoide-ovocito 
Tabla 1 Causas de infertilidad masculina. Modificado de de Krester (de Kretser et al. 2007) 
A diferencia de las mujeres, los hombres no presentan una marcada disminución 
de la fertilidad a partir de determinada edad, en el caso de los hombres es un 





Sin embargo, se ha establecido de manera bastante consensuada por parte de los 
investigadores, que la edad paterna avanzada se asocia con cambios en la 
producción de hormonas sexuales (encontrando niveles elevados de FSH-hormona 
folículo estimulante- y disminuidos de testosterona), con una disminución del 
volumen del eyaculado, la motilidad y la morfología de los espermatozoides 
(provocados por diferentes causas propias de la edad avanzada), con una 
disminución de la fertilidad (incluso tras técnicas de reproducción asistida) y con un 
aumento de enfermedades en la descendencia (probablemente fruto del aumento 
en las mutaciones de novo en los espermatozoides)(Belloc et al. 2014). 
  
 El espermatozoide 
La reproducción humana requiere de la unión de dos células sexuales, cada una de 
las cuales aporte la mitad del material genético necesario para la formación de un 
embrión capaz de desarrollarse hasta un individuo completamente formado 
(Gartner and Hiatt 2002, Welsch and Deller 2014).  
Estas células sexuales, ovocito en el caso femenino y espermatozoide en el caso 
masculino, son diferentes en muchos aspectos.  El ovocito es la célula más grande 
del cuerpo humano con un dímetro aproximado de 150µm, es el responsable de 
llevar la mayor parte de la maquinaria molecular necesaria para el desarrollo 
embrionario, además del sustento del mismo (Welsch and Deller 2014).  
Al otro lado, el espermatozoide, cuyo pequeño tamaño ha hecho que 
tradicionalmente su función haya sido infravalorada, aunque cada vez más estudios 
están demostrando que sus funciones van más allá de la de ser únicamente 
transportador del ADN paterno. 
2.1 Estructura 
El espermatozoide es una célula alargada de aproximadamente 65µm de longitud, 


























La cabeza tiene forma oval, su eje mayor mide unos 5µm. En ella se encuentra el 
núcleo que lleva el material genético altamente condensado y el acrosoma, vesícula 
que ocupa el 40-70% de la cabeza. El acrosoma contiene varias enzimas hidrolíticas 
responsables de abrir paso al espermatozoide a través de las cubiertas del ovocito 
para que alcance a este y lo fecunde. 
El cuello es la pieza de conexión entre la cabeza y la cola del espermatozoide, 
también mide unos 5µm de longitud, contiene el centriolo proximal y el distal 
transformado en cuerpo basal del axonema. 
La pieza media es delgada, regular y de aproximadamente la misma longitud que 
la cabeza. Su característica principal es la presencia de la vaina mitocondrial, que 
rodea al axonema central. 
La pieza principal, con una longitud casi 10 veces la de la cabeza (45µm). El 
axonema de la pieza principal es la prolongación del de la pieza intermedia, 
alrededor del cual se encuentran 7 fibras densas externas, rodeadas de la vaina 
fibrosa. Hacia el final de la pieza principal terminan tanto las fibras densas externas 
como la vaina fibrosa. 
La pieza terminal está compuesta únicamente por el axonema y en la última micra 
de la cola este se encuentra desorganizado en 20 microtúbulos individuales 
dispuestos al azar. 
2.2 Proceso de formación 
Durante la vida fetal las células germinales ocupan los túbulos seminíferos de los 
testículos proveyéndolos de células diploides indiferenciadas, conocidas como 
espermatogonias. Estas son el stock de células progenitoras de espermatozoides 
que comenzaran a dividirse en la pubertad del individuo.  
El proceso de producción de espermatozoides se conoce como espermatogénesis, 
tiene lugar en los túbulos seminíferos, concretamente en el epitelio que forma la 
pared de dichos túbulos, conocido como: epitelio germinativo. Este proceso dura 
aproximadamente 75 días y se divide en tres periodos: 
Periodo proliferativo o de mitosis. Las espermatogonias se dividen por mitosis 
dando lugar a células idénticas a las células madre (espermatogonias) y a células 
más diferenciadas, los espermatocitos tipo I.  
Periodo de maduración o de meiosis. Cada uno de los espermatocitos tipo I por 
división meiótica (división reduccional) da lugar a 4 espermátides. 
Espermiogénesis. Este periodo consiste únicamente en la transformación 
morfológica de una célula ya haploide (la espermátide) con una morfología celular 
normal, en una célula altamente especializada, con un citoplasma reducido (el 
espermatozoide). Por lo tanto, en esta fase no tienen lugar divisiones celulares. 
El espermatozoide es liberado a la luz de túbulo seminífero (espermiación), gracias 
a las células de Sertoli (O'Donnell 2015). En este momento es una célula inmóvil e 
incapaz de fecundar un ovocito. Adquirirá movilidad a lo largo del tracto masculino 
y la capacidad fecundante en el del tracto genital femenino. Este proceso se conoce 
como maduración post-testicular (Whitfield et al. 2015, Yoshida et al. 2008). 
Tanto la estructura como el proceso de formación de los espermatozoides se 
encuentra ampliamente detallado en numerosos libros de histología como los 
utilizados como fuente de información del presente trabajo (Gartner and Hiatt 





 El espermatozoide, algo más que un vector de ADN 
Tradicionalmente se ha visto al espermatozoide únicamente como portador de la 
mitad del material genético necesario para la formación de un embrión y su 
desarrollo, pero nada más allá. 
Sin embargo, hoy en día, aunque sigue siendo el ovocito el protagonista principal 
de la fecundación y del desarrollo embrionario, se le atribuyen al espermatozoide 
algunos papeles de importancia en estos eventos, que pasaremos a detallar a lo 
largo de este apartado. 
En primer lugar es importante señalar que el espermatozoide en las condiciones 
naturales, ha de ser una célula capaz de reconocer y unirse a la zona pelúcida de un 
ovocito, atravesarla y unirse a su membrana, fusionarse con ella y entonces sí, 
introducir en el interior del ovocito el material genético del que es portador, así 
como otras moléculas importantes para diversos eventos (Rosales et al. 2006). Sin 
embargo en este apartado nos centraremos en las funciones que el espermatozoide 
tiene una vez ha entrado en el ovocito. 
3.1 Necesario para la activación ovocitaria. 
La activación del ovocito incluye una serie de eventos esenciales para que se inicie 
la formación del embrión de manera correcta, como son: exocitosis de gránulos 
corticales (prevención de la polispermia), extrusión del segundo corpúsculo polar, 
reorganización del citoesqueleto, reanudación de la meiosis, formación de 
pronúcleos, iniciación de la primera división mitótica, reclutamiento de los ARN 
mensajeros (ARNm) maternos y regulación de la expresión genética(Yeste et al. 
2016).  
Esta serie de eventos se ha visto que se inician con elevaciones del calcio 
intracelular. Tradicionalmente han sido varias las hipótesis que intentaban explicar 
la aparición de estas oscilaciones de calcio en el ovocito (Yeste et al. 2016). Sin 
embargo, la mayoría de las evidencias demuestran que la más plausible es la teoría 
del factor espermático.  
Esta teoría defiende que alguna sustancia presente en el espermatozoide inicia la 
liberación de calcio de los reservorios del ovocito en los que se encuentra 
almacenado (Fissore et al. 1999, Parrington et al. 2000, Swann et al. 2004). De entre 
varias moléculas propuestas como responsables de estos eventos, la que más 
argumentos acumula en su favor es la PLCƺ (1-fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 
fosfodiesterasa zeta-1) (Cox et al. 2002, Kouchi et al. 2004, Saunders et al. 2002). 
La localización celular de esta molécula (Escoffier et al. 2015, Fujimoto et al. 2004, 
Young et al. 2009), así como otros experimentos en los que se consigue la activación 
ovocitaria tras microinyección de PLCƺ recombinante o del ARN complementario 
que codifica para esta molécula (Swann et al. 2004, Yoon et al. 2012), apoyan la 
hipótesis de que PLCƺ sea el factor activador de ovocitos. 
El mecanismo propuesto por el cual la PLCƺ provocaría las oscilaciones de calcio en 
el ovocito es la hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), presente en las 
membranas de vesículas ovocitarias, en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol 
(DAG). El IP3 se une a su receptor en la membrana del retículo endoplasmático  
causando la liberación de calcio de este orgánulo que es su reservorio natural (Yeste 






Figura 2 Esquema de ruta de actuación de la PLCƺ. 
Sin embargo, existen otras proteínas que se han propuesto como candidatas: 
citrato sintasa (Harada et al. 2007), la forma truncada del recetor de c-kit tirosin 
kinasa (tr-kit)(Sette et al. 1997) o la proteína de unión al dominio WWP post-
acrosomal (PAWP). Siendo esta última, la que más argumentos a su favor acumula 
para sustituir o complementar como factor espermático de activación ovocitaria a 
la PLCƺ (Aarabi et al. 2015, Wu et al. 2007).  
Son necesarios, por lo tanto, más estudios para determinar cuál o cuáles son los 
factores espermáticos capaces de activar al ovocito y cuál es su ruta de activación.  
3.2 Aporta el centriolo activo. 
Ya a principios del siglo XX, Theodore Boveri propuso la teoría de la herencia 
paterna del centrosoma. Desde entonces han sido muchos otros los que han 
confirmado esta teoría en la mayoría de los animales, incluyendo los seres humanos 
(revisado en (Sathananthan 1998)) y excluyendo, sorprendentemente, a los 
ratones, cuya herencia centrosomal es materna (Schatten et al. 1986). 
El centrosoma es un orgánulo que se presenta de manera unitaria en todas las 















perpendicularmente el uno con respecto al otro y una matriz de proteínas conocida 
como material pericentriolar (PCM) (Sun and Schatten 2007).  
Durante la gametogénesis se produce una reducción complementaria del 
centrosoma, es decir, en los ovocitos se pierden los centriolos pero se mantienen 
las proteínas del PCM y en los espermatozoides lo único que se conservan son los 
centriolos (Sun and Schatten 2007).  Este hecho resulta fundamental para una 
correcta segregación de los cromosomas y por lo tanto un desarrollo normal de los 
embriones (Kai et al. 2015, Sathananthan et al. 1991, 1996).  
En los espermatozoides humanos uno de los dos centriolos (distal) está 
parcialmente degenerado, a partir de él crece el axonema; el otro centriolo 
(proximal) es el responsable de ejecutar su función en el ovocito (Sathananthan et 
al. 1996, Sun and Schatten 2007). Este centriolo, localizado próximo al material 
genético paterno, forma microtúbulos que a partir de un pequeño áster 
espermático se van alargando y son responsables de la migración y unión de los 
pronúcleos durante la fase pronuclear, que termina en la fusión de ambos o 
singamia, necesaria para un correcto desarrollo embrionario (Hewitson et al. 2002).  
3.3 Introduce ARN con diferentes funciones.  
El espermatozoide no es solo portador del ADN también tiene otras implicaciones 
en la genética y epigenética del embrión.  
Durante la espermiogénesis, la cromatina se condensa ocupando el mínimo 
espacio, además, gran parte del citoplasma celular junto con muchos de sus 
componentes es eliminado. En este momento, nos encontramos con una célula 
transcripcionalmente inactiva (Grunewald et al. 2005). 
La inexistencia de ARN ribosómico en los espermatozoides y la ausencia de 





ARN no era coherente. Sin embargo, con el desarrollo de técnicas de detección de 
ácidos nucleicos mucho más sensibles y la correcta aplicación de métodos de 
purificación de muestras seminales en espermatozoides, se ha llegado a demostrar 
fehacientemente la presencia de ARN en los espermatozoides humanos (Dadoune 
et al. 2005, Jodar et al. 2013, Miller and Ostermeier 2006). 
Los datos  que se manejan de cantidad de ARN en los espermatozoides son 
diferentes según los estudios; 50fg (Goodrich et al. 2007), 0,1pg (Pessot et al. 1989), 
10-400fg (Hamatani 2012). En cualquier caso, estamos hablando de una cantidad 
de ARN unas 200 veces inferior que la cantidad de ARN presente en cualquier otro 
tipo celular (Jodar et al. 2013).  
Se han descrito diferentes tipos de ARN en las células espermáticas y mucho se ha 
discutido y se sigue debatiendo, tanto sobre su origen, como sobre su posible papel 
en la fecundación y desarrollo embrionario. Los principales grupos detectados son: 
ARN codificantes. Se han descrito diferentes orígenes y funciones posibles para 
estos ARNm; en primer lugar, pueden ser ARNm remanentes cuya función tiene 
lugar durante la espermiogénesis y permanecen en el espermatozoide como meros 
residuos, no teniendo papel alguno en el cigoto, ni en el embrión. Ejemplo de ese 
grupo es la protamina-2, gen que se encuentra altamente expresado en el 
momento de la condensación genética en el espermatozoide cuando las histonas 
son reemplazadas por protaminas. Este ARNm se ha descrito que puede tener 
incluso un efecto deletéreo en el cigoto y se supone que es degradado en este 
(Boerke et al. 2007).  
En segundo lugar, hay ARNm que pueden tener su origen también en las células 
madre testiculares, pero que si tengan función en el ovocito fecundado. El ejemplo 
más evidente es el gen de la PLCƺ, que como ya se ha explicado es probablemente 
el factor espermático activador de ovocitos (Boerke et al. 2007, Kumar et al. 2013). 
Por último, se describe un grupo de ARNm producidos por otros tipos celulares que 
son incluidos en el espermatozoide, quien a su vez los introduce en el ovocito, en 
el que pueden ejercer alguna función durante la embriogénesis temprana (Boerke 
et al. 2007, Kumar et al. 2013).  
La importancia de los ARNm durante el desarrollo embrionario se ha descrito en 
diversos estudios (Avendano et al. 2009, Sone et al. 2005). Además, se ha 
demostrado que alteraciones en la cantidad y composición de los ARNm 
espermáticos pueden indicar alteraciones en la espermiogénesis que afecten al 
desarrollo del embrión.  
Nuestro grupo ha caracterizado el transcriptoma de las muestras de semen óptimas 
para iniciar un embarazo tras una TRA (Garcia-Herrero et al. 2010b, 2011), lo que 
demuestra que los ARNm espermáticos juegan algún papel en la consecución de un 
embarazo. 
ARN no codificantes. También se han encontrado poblaciones de ARN no 
codificantes en los espermatozoides cuya posible función sea la regulación post 
transcripcional de la expresión génica, ya sea durante la espermiogénesis o en el 
ovocito en metafase II (Jodar et al. 2013, Kumar et al. 2013). Algunos de los más 
frecuentes encontrados en espermatozoides humanos son: 
miARN: Los micro ARN se ha demostrado que modulan varios estadios de la 
espermiogénesis. Su función típica es la de regular la expresión génica mediante la 
inhibición o activación de la traslación de determinados ARNm (revisado en (Jodar 





humanos es miR-34c (Krawetz et al. 2011), del que se ha descrito que tiene una 
función esencial en la primera división de cigoto de ratón (Liu et al. 2012). 
piARN: Los ARN asociados a Piwi se han detectado en espermatozoides de varias 
especies animales. Se les atribuye función de protección del genoma en el 
desarrollo embrionario temprano (revisado en (Jodar et al. 2013)). 
También se ha señalado la presencia de otros elementos menos frecuentes y peor 
descritos, como: elementos repetitivos, transponibles, elementos asociados a 
promotores, etc. (Jodar et al. 2013). 
Los ARN espermáticos como modificadores de la epigenética 
Los ARN parecen tener un papel dinámico en el desarrollo embrionario. Se ha 
propuesto como posible función el marcaje de las secuencias de ADN que deben  
permanecer unidas a histonas en el espermatozoide,  hecho que se ha descubierto 
relevante para el correcto desarrollo de un embrión (Hamatani 2012). 
Durante la espermiogénesis, se produce un aumento de la compactación de la 
cromatina de 6-20 veces, por el reemplazo de las histonas por protaminas. Sin 
embargo, alrededor de un 5% de la cromatina permanece unida a histonas. 
Recientemente, se ha descubierto que estas regiones que permanecen unidas a 
histonas no son regiones aleatorias, sino genes importantes y relevantes para el 
desarrollo embrionario, promotores de miARN y genes improntados (Hammoud et 
al. 2009). 
Se sugiere que los ARN de los espermatozoides protegen estas regiones de la 
transición histona-protamina para así hacerlas más accesibles durante las primeras 
etapas del desarrollo embrionario (Hamatani 2012).  
Por lo tanto, parece que los ARN de los espermatozoides son importantes también 
en las primeras etapas del desarrollo embrionario a nivel epigenético (Carrell and 
Hammoud 2010). 
 
En general se han descrito dos tipos de efectos diferenciados tras la formación del 
cigoto causados por alteraciones en los espermatozoides y que muestran la 
importancia/efecto que tiene el espermatozoide en el cigoto y futuro embrión. 
Efectos tempranos a nivel de estadio de cigoto. Se sugiere que anomalías en el 
aparato citoesqueleto-centrosoma del espermatozoide o incapacidad de este par 
la activación del ovocito, se traducen en cigotos con anomalías y baja velocidad de 
división en el primer ciclo celular (revisado en (Barroso et al. 2009)). 
Efectos tardíos. Se propone que anomalías a nivel de ADN (fragmentación del ADN 
espermático) o presencia de ARNm aberrantes en los espermatozoides tienen un 
efecto en el desarrollo embrionario provocando un desarrollo pobre a partir de la 
transición materno –cigótica (de 4 a 8 células) que lleva a fallos de implantación 





 Métodos diagnósticos de la infertilidad masculina  
El factor masculino como causante de la infertilidad de una pareja es difícil de 
clasificar, siendo en el 10-20% de los casos desconocida la causa que provoca el 
trastorno, llamada en este caso idiopática (ESHRE 2017). Este dato nos da idea de 
lo mucho que queda por hacer y estudiar acerca de las alteraciones fisiológicas o 
moleculares causantes de la infertilidad masculina (van der Steeg, J W et al. 2011). 
Cuando una pareja acude a la consulta médica por dificultades para conseguir 
embarazo, la primera (y en muchos casos única) prueba que se le hace al varón es 
un espermiograma que debe ir acompañado de la anamnesis y de la exploración 
física, con la intención de buscar el origen de la alteración en la fertilidad de la 
pareja. 
4.1 El espermiograma   
La única herramienta diagnóstica de la infertilidad masculina aceptada por la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) es el análisis básico del semen o 
espermiograma.  
Según la OMS para una correcta evaluación de una muestra de semen, esta debe 
ser recogida después de un mínimo de dos días y un máximo de 7 días de 
abstinencia sexual. Debe ser recogida por masturbación y en un contenedor estéril, 
sin tóxicos para los espermatozoides (World Health Organization. 2010). 
El análisis del semen comienza con un examen macroscópico unos 30 minutos 
después de la recogida. En este examen se evalúa: la completa licuefacción de la 
muestra, la viscosidad y la apariencia de la muestra, esta última ha de ser 
homogénea y gris opalescente. El volumen del eyaculado ha de medirse de manera 
precisa pues de él dependen cálculos posteriores. El pH es la última de las 
mediciones macroscópicas y ha de ser superior a 7.0  (World Health Organization. 
2010). 
El análisis microscópico consiste en la evaluación de los parámetros con mayor 
significancia clínica: la movilidad de los espermatozoides, que puede ser progresiva 
(movimiento activo y lineal o en círculos amplios), no progresiva (el resto de 
movimientos sin progresión) o inmóviles (ausencia de movimientos). La vitalidad, 
que evalúa si los casos de elevada inmovilidad es debida a la presencia de células 
muertas. La concentración de espermatozoides (y de otros tipos celulares 
indicativos de diferentes patologías). Y la morfología de los espermatozoides; se ha 
de valorar si encajan en los criterios de normalidad establecidos por la OMS, en las 
tres regiones del espermatozoide: cabeza, pieza media y cola (morfología recogida 
en el apartado 2.1 de la Introducción), si no cumplen alguno de los criterios se 
considera espermatozoide anormal y se ha de registrar cuál de las tres regiones es 
la afectada por la/las anomalía/s (World Health Organization. 2010).  
Por último también se evalúa al microscopio la presencia de aglutinados 
(espermatozoides móviles unidos entre sí) o agregados (espermatozoides unidos 
pero inmóviles)(World Health Organization. 2010). 
 Límite de referencia inferior 
Volumen 1,5ml 
Concentración 15 millones/ml 
Movilidad total 40% 
Movilidad progresiva 32% 
Vitalidad 58% 
Formas normales 4% 
Tabla 2 Valores límite inferior de referencia de los principales parámetros de calidad espermática 





La OMS ha establecido una serie de nombres para identificar las alteraciones en el 
espermiograma y definir las distintas patologías seminales (World Health 
Organization. 2010). 
Tabla 3 Nomenclatura de las distintas patologías en función de las características seminales, 
establecidas por la OMS. Modificado de OMS, 2010 (World Health Organization. 2010). 
Se crean además combinaciones de estos términos cuando más de una alteración 
está presente en una muestra, como por ejemplo: oligoastenoteratozoospermia 
(World Health Organization. 2010). 
Es este un test sencillo, de bajo coste económico y bastante informativo. Sin 
embargo, tiene considerables limitaciones, como son: su escaso poder predictivo 
para estimar las posibilidades de conseguir una gestación, ya que una muestra de 
semen valorada mediante un espermiograma como normal no es garantía de éxito, 
en cuanto a lograr embarazo. Otra limitación es que es un análisis sujeto a la 
valoración del personal del laboratorio, por lo tanto, subjetivo. Por ello gran parte 
de la comunidad científica cuestiona su auténtica valía (Eliasson 2010, Lefievre et 
al. 2007, Lewis 2007, Nallella et al. 2006). 
La causa de estas limitaciones es que este test no evalúa factores fisiológicos y/o 
moleculares de la muestra (Lefievre et al. 2007, Lewis 2007). Por esta razón, muchas 
Término Definición 
Astenozoopermia 
Porcentaje de espermatozoides móviles progresivos por debajo del límite 
de referencia 
Azoospermia Ausencia de espermatozoides en el eyaculado 
Criptozoospermia 
Ausencia de espermatozoides en preparaciones en fresco, pero se observan 
en el pellet tras centrifugación 
Hipospermia Volumen del eyaculado por debajo del límite de referencia 
Necrozoospermia 
Bajo porcentaje de espermatozoides vivos y presencia de muchos inmóviles 
en el eyaculado 
Oligozoospermia Número total de espermatozoides por debajo del límite de referencia 
Teratozoospermia 
Porcentaje de espermatozoides con morfología normal por debajo del 
límite de referencia 
son las líneas de investigación que van encaminadas a desarrollar una herramienta 
diagnóstica más objetiva, precisa y fiable, basada en la fisiología espermática. 
4.2 Nuevos métodos diagnósticos 
Las técnicas diagnósticas disponibles para complementar al espermiograma son: 
4.2.1 Evaluación de la fragmentación del ADN  
Uno de los más estudiados y a la vez más controvertido es la determinación de la 
fragmentación del ADN espermático.  
Cómo ya se ha mencionado, casi todo el ADN espermático se encuentra altamente 
compactado lo que le protege de agentes externos, sin embargo, existen ciertas 
regiones menos compactadas que son susceptibles de sufrir roturas debido a 
causas muy variadas: alteraciones en la espermatogéneis (Carrell et al. 2007), 
apoptosis abortiva, estrés oxidativo (Muratori et al. 2015), exposición a agentes 
gonadotóxicos (Specht et al. 2012) o incluso debido a alteraciones genéticas que 
causas deficiencias en las protaminas (Gonzalez-Marin et al. 2012).  
Existen varios test para evaluar el daño del ADN, sin embargo, como se aprecia en 
la Tabla 4 , cada test mide diferentes parámetros, esto hace que sea difícil llegar a 
un consenso en cuanto a si existe asociación entre la alta fragmentación del ADN 
de los espermatozoides y la infertilidad masculina. Además, el ovocito tiene cierta 
capacidad de reparación de dicho daño, por lo que se hace difícil establecer si una 
mala calidad embrionaria puede ser debida a un exceso de ADN espermático 
fragmentado o a una pobre calidad ovocitaria que lo incapacita para su reparación 







TEST ¿Qué detecta? ¿Cómo? Medición 
Commet 
Assay 
Roturas simples y 
de doble cadena 
Electroforesis en gel, mide la distancia 
de migración de los fragmentos de ADN 







Nick End Labeling) 
Roturas de 
cadena doble y 
simple 
Por incorporación de nucleótidos 
marcados a los extremos de las roturas 











Evalúa el color que emite el naranja de 
acridina tras la desnaturalización del 
ADN, según este unido a cadena doble 
o sencilla de ADN(desnaturalizado) 








test del Halo 
La 
descondensación 
de la cromatina 
(detección 
indirecta) 
Mide la dispersión de la cromatina, por 
el halo que se forma al someterlo a 
soluciones de desnaturalización y lisis 







cadena simple y 
doble 
Mide la fluorescencia emitida por 
sondas que se unen a los extremos 
libres de cadena única que se forman 
en las roturas (Fernandez et al. 2000) 
Mayor 
fluorescencia 
Tabla 4 Resumen de las técnicas para la detección del daño del ADN más utilizadas. 
Algunos estudios centrados en evaluar la relación entre la fragmentación del ADN 
de los espermatozoides y el éxito reproductivo, encuentran una relación entre 
ambos hechos (Bungum et al. 2007, Bungum 2012), pero en la mayoría el nivel de 
evidencia es insuficiente para establecer la fragmentación del ADN como marcador 
predictivo del éxito reproductivo (Collins et al. 2008, Esbert et al. 2011, Meseguer 
et al. 2011). Así lo considera y expone la ASRM en su documento consenso de 2013 
(Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine 2013a). 
4.2.2 Estrés oxidativo  
El estrés oxidativo es una condición provocada por un desequilibrio entre la 
presencia de especies reactivas de oxígeno (ERO) y la capacidad biológica de 
defensa ante estas especies y de reparación de sus daños. 
Esto ocurre en todas las células cuya fuente de energía es el oxígeno, sin embargo, 
los espermatozoides son más susceptibles a este daño por su baja cantidad de 
citoplasma que no le permite almacenar suficientes sistemas enzimáticos de 
reparación y sus membranas ricas en ácidos grasos poliinsaturados (Saleh and 
Agarwal 2002). 
Un nivel controlado de ERO en los espermatozoides es importante para 
determinados procesos fisiológicos como; la capacitación, hiperactivación, la 
reacción acrosómica y la fusión entre espermatozoide y ovocito (Saleh and Agarwal 
2002). Sin embargo, un desequilibrio entre las ERO y los niveles de antioxidantes, 
provocan alteraciones de diferente grado en los espermatozoides (Agarwal and 
Prabakaran 2005). 
Una de las principales defectos que causa un aumento excesivo de ERO en los 
espermatozoides, es lo que se conoce como peroxidación lipídica que es una 
cascada de reacciones químicas desencadenada por el ataque de estas ERO a los 
ácidos grasos poliinsaturados de la membrana plasmática y que provoca una 
disminución de la fluidez de la membrana, aumento de la permeabilidad 
inespecífica a iones e inactivación de receptores y enzimas unidas a membrana 
(Agarwal et al. 2014, Alvarez et al. 1987). Otras de las alteraciones que causan las 
ERO son la fragmentación del ADN espermático y la iniciación de diferentes rutas 
de muerte celular o apoptosis. 
No existe una técnica universalmente aceptada para medir el estrés oxidativo en 
las muestras de semen. Uno de los métodos existentes es la medición de uno de los 
productos oxidativos de las ERO sobre el ADN de los espermatozoides, la 8-
hydroxydeoxyguanosina (8-OHdG) (Santiso et al. 2010). Existe un kit para la 





mediante citometría de flujo, previo tratamiento de las mismas con anticuerpos 
específicos para la 8-OHdG conjugados con fluorocromos (Garrido et al. 2004). 
Aunque hay estudios que demuestran la relación entre la infertilidad masculina y 
el estrés oxidativo (Aitken et al. 2010, Kodama et al. 1997, Shen et al. 1999, 
Thomson et al. 2011), los datos clínicos son todavía insuficientes y la ausencia de 
consenso hace que sean necesarios más estudios para introducir este parámetro 
como marcador de calidad seminal. 
4.2.3 Determinación de perfiles de calidad espermática. 
La finalidad de estos estudios es la de definir una huella de calidad del semen para 
desarrollar test diagnósticos que sean capaces de identificar de manera objetiva y 
fiable qué muestras son verdaderamente competentes, aportando al 
espermiograma algunas de las características que le faltan.  
Dependiendo de las moléculas estudiadas para definir dichas huellas de calidad, se 
pueden encontrar muy diversos estudios, en busca de diferentes perfiles concretos: 
4.2.3.1 Perfil proteico (proteoma) 
De las ciencias ómicas, la que estudia el conjunto de proteínas que se expresan de 
un genoma, es la proteómica. 
Hace ya más de 10 años que se comenzó con el estudio de la proteómica en los 
espermatozoides. El hecho de ser células de gran accesibilidad y fácilmente 
purificables, les hacen ser un tipo celular especialmente adecuado para esta clase 
de análisis (Zhu et al. 2013). 
La evolución en el estudio de la proteómica es paralela al desarrollo de las técnicas 
de detección de proteínas, marcando un claro punto de inflexión, la aparición de la 
espectrometría de masas (MS) (Agarwal et al. 2014). 
El primer análisis extenso del proteoma de espermatozoides identificó 1760 
proteínas (Johnston et al. 2005). Actualmente, existen muchos estudios que han 
logrado identifican cientos o incluso miles de proteínas en diferentes condiciones 
(Baker et al. 2007, de Mateo et al. 2007, Secciani et al. 2009, Wu and Chu 2008, Zhu 
et al. 2013). 
A día de hoy ya hay diversos estudios que han establecido las diferencias en el perfil 
proteico de varones infértiles y fértiles (Martinez-Heredia et al. 2008, Rivera 2017, 
Xu et al. 2012, Zhu et al. 2013). 
Además, la identificación de las proteínas presentes en muestras de 
espermatozoides fisiológicamente competentes nos puede ayudar a determinar 
qué proteínas están involucradas en la función espermática y de esta manera 
identificar nuevos biomarcadores individuales de calidad. 
4.2.3.2 Perfil lipídico 
Existen varios estudios que analizan el conjunto de lípidos presentes en los 
espermatozoides, con las mismas técnicas utilizadas para la detección de proteínas. 
Los lípidos de la membrana de los espermatozoides son un factor importante en 
muchas de sus funciones, como son la capacitación, la interacción entre 
espermatozoide y ovocito y en último lugar, la fecundación (Kawano et al. 2011). 
También se ha relacionado la presencia de determinados lípidos en la membrana 
de los espermatozoides con su resistencia a los procesos de congelación-
descongelación. Incluso se ha propuesto la adición de lípidos concretos (ej.; ácido 





recuperar una muestra de espermatozoides, no tan mermada en cuanto a su 
calidad, tras la descongelación (Kaeoket et al. 2010, Maldjian et al. 2005). 
Nuestro grupo ha encontrado un perfil diferencial entre muestras que dan lugar a 
embarazo y muestras que no lo hacen. Encontrando 16 lípidos y 4 clases lipídicas 
estadísticamente sobreexpresadas en muestras que no consiguen embarazo 
(Rivera et al. 2013, Rivera 2017). 
4.2.3.3 Perfil transcriptómico 
La transcriptómica es la parte de las ómicas que estudia el conjunto de ARNm o 
transcritos que se expresan en una célula en determinadas condiciones, en un 
momento concreto. 
Como ya se ha comentado la presencia de ARNm en los espermatozoides es un 
hecho claramente demostrado, a pesar de que su función todavía genera debate 
(Avendano et al. 2009, Barroso et al. 2009, Boerke et al. 2007, Kumar et al. 2013, 
Sone et al. 2005). 
De las muchas técnicas disponibles para evaluar los transcritos de una célula, la 
única capaz de elaborar un perfil completo de ARNm de una célula son los 
microarrays. 
Desde el descubrimiento de la presencia de ARNm en los espermatozoides, muchos 
grupos han intentado establecer relaciones entre el perfil transcriptómico (o 
conjunto de ARNm en una muestra de semen) con diferentes parámetros 
relacionados con la infertilidad masculina (Tabla 5).  
 
 
Referencia Población estudiada 
(Wang et al. 2004) 
Varones sanos con muestras de semen normales y con movilidad 
espermática baja (criterios OMS 1999) 
(Platts et al. 2007) 
Varones con fertilidad probada y varones con muestras de semen con 
teratozoospermia (criterio OMS 1999) 
(Linschooten et al. 2009) Varones sanos fumadores y no fumadores 
(Nguyen et al. 2009) 
Varones con antecedentes de criptorquidia y varones sin estos 
antecedentes y muestras normales (criterios OMS 1999) 
(Garrido et al. 2009) 
Varones con infertilidad idiopática (normozoospermia) y donantes con 
fertilidad probada (criterios OMS 1999) 
(Garcia-Herrero et al. 
2010a) 
Varones con infertilidad idiopática (normozoospermia) y donantes con 
fertilidad probada, antes y después del Swim-up (criterios OMS 1999) 
(Garcia-Herrero et al. 
2010b) 
Varones que consiguen embarazo tras inseminación homóloga y 
pacientes que no lo consiguen. 
(Garcia-Herrero et al. 
2011) 
Varones que consiguen embarazo tras ICSI con ovocitos donados y 
varones que no lo consiguen, utilizando muestras de semen 
congeladas y en fresco. 
(Bonache et al. 2012) 
Donantes con muestras normozoospérmicas (OMS 1999) con baja, 
media y alta tasa de embarazo tras inseminación artificial 
(Jodar et al. 2012) 
Donantes con fertilidad probada, pacientes infértiles con 
astenozoospermia y pacientes infértiles con normozoospermia 
(criterios OMS 2010) 
(Montjean et al. 2012) 
Varones con fertilidad probada y muestras de semen normales y 
pacientes infértiles con oligozoospermia (criterios OMS 1999) 
(Metzler-Guillemain et 
al. 2015) 
Varones con muestras de semen normales fumadores y no fumadores 
(criterios OMS 2010) 
(Bansal et al. 2015) 
Varones con fertilidad probada, pacientes infértiles con muestras 
normales y pacientes con astenozoospermia (criterios OMS 1999) 
Tabla 5 Resumen de los estudios más relevantes a cerca del transciptoma de los espermatozoides 
humanos. 
Algunos de estos estudios están encaminados a encontrar un perfil de transcritos 
que se definan como los necesarios y suficientes para que una muestra de 
espermatozoides sea capaz de dar lugar a una gestación (Garcia-Herrero et al. 
2010a, 2010b, 2011).  
En la búsqueda de este conjunto de transcritos espermáticos fundamental para un 
correcto desarrollo embrionario, nuestro equipo de investigación definió los grupos 





muestras de espermatozoides que tras una TRA lograban o no un embarazo 
evolutivo (Garcia-Herrero et al. 2010a, 2010b, 2011). 
Del estudio exhaustivo de estos listados, se han seleccionado dos moléculas para 
su estudio en profundidad, como potenciales marcadores de calidad seminal y que 
son el objeto de este estudio. Los motivos de su elección, así como sus 
características más importantes se mencionan a continuación. 
-PLA2G2A (Phospholipase A2, group IIA) 
Las fosfolipasas son un grupo muy diverso de enzimas cuyas principales funciones 
son las de modificar la composición de las membranas celulares, intervenir en las 
vías de señalización y activar la cascada de inflamación. De este extenso grupo, 
aquellas que hidrolizan el enlace éster sn-2 de los glicerofosfolípidos liberando 






Figura 3 Esquema de la reacción de hidrólisis mediada por PLA2 
Las PLA2 se clasifican según su localización celular en secretoras de bajo peso 
molecular y citosólicas de alto peso molecular y según su dependencia del calcio; 
calcio-dependientes o calcio-independientes. Por otra parte, según el mecanismo 
catalítico se clasifican en 16 grupos utilizando número romanos, en la Tabla 6 se 
muestran las características de cada grupo(García and García Cardona 2009).  
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Grupo Miembros del grupo Variedad Dependencia del Ca2+ 
I IA,IB Secretora Dependiente 
II IIA,IIB,IIC,IID,IIE,IIF Secretora Dependiente 
III III Secretora Dependiente 
IV IVA,IVB,IVC,IVD,IVE,IVF Citosólica Dependiente 
V V Secretora Dependiente 
VI VIA,VIB,VIC,VID,VIE,VIF Citosólica/Secretora Independiente 
VII VIIA,VIIB Citosólica/Secretora Independiente 
VIII VIIIA,VIIIB Citosólica Independiente 
IX IX Secretora Dependiente 
X X Secretora Dependiente 
XI XIA,XIB Secretora Dependiente 
XII XII Secretora Dependiente 
XIII XIII Secretora Dependiente 
XIV XIV Secretora Dependiente 
XV XV Lisosomal Independiente 
XVI XVI Asociada a membrana Dependiente 
Tabla 6 Clasificación de las PLA2 
Algunos de los procesos en los que participan las PLA2, debido a su actividad 
catalítica, son: la comunicación y señalización celular, intervienen en la inmunidad 
innata actuando contra las membranas de los agentes patógenos o células 
neoplásicas, participan también en la permeabilización cutánea, en el remodelado 
de membranas en general y en procesos apoptóticos (García et al. 2008).  
Así mismo, se ha descrito su participación en la fertilidad humana (García et al. 
2008). Concretamente se ha visto que tienen relevancia en tres procesos que 
implican fusión de membranas; en la reacción acrosómica de los espermatozoides 
(Gramajo-Buhler et al. 2016, Pietrobon et al. 2005, Riffo and Parraga 1997, Shi et 
al. 2005), en la fusión entre gametos (Lessig et al. 2006, Riffo and Parraga 1997) y 
por último, también se han encontrado en endometrio durante la ventana de 
implantación, lo que sugiere un posible papel en la implantación embrionaria 





Una de estas enzimas, la PLA2G2A, se propone como marcador de mala calidad 
seminal ya que en un estudio que comparaba los ARNm de muestras de 
espermatozoides que lograban o no un embarazo evolutivo tras una TRA, se 
observó el siguiente hecho:  
Los espermatozoides utilizados para un tratamiento de fecundación in vitro (FIV) 
convencional, con un resultado positivo (embarazo) presentaban 42 veces menos 
ARNm codificante para PLA2G2A, que aquellos espermatozoides que tras el mismo 
tratamiento, no conseguían embarazo (Garcia-Herrero 2012).  
Este miembro de la familia de las PLA2, como se muestra en la Tabla 6, depende del 
calcio para ejecutar su actividad catalítica y en su mayoría es una variedad secretora 
de bajo peso molecular (14KDa), sin embargo, también se ha encontrado asociada 
a membrana. Tanto la secuencia de aminoácidos, como la localización subcelular y 
otras características de esta proteína han sido consultadas y están disponibles en 
la base de datos UniProt (www.uniprot.org/uniprot) con el identificador P14555.  
PLA2G2A se encuentra en el torrente sanguíneo en una concentración muy baja en 
condiciones normales, sin embargo se detecta una elevación significativa en 
procesos inflamatorios como; sepsis, enfermedad de Crohn, asma, colitis ulcerosa, 
artritis, etc.  Este hecho evidencia la intervención de esta enzima en los procesos 
inflamatorios, siendo esta una de sus principales funciones junto con la de potente 
bactericida (Kallajoki et al. 1998).  
También se ha descrito en otros fluidos humanos como el plasma seminal, dónde 
se encuentra en mayor concentración y dónde se le atribuye función de protección 
frente a posibles invasiones bacterianas (Kallajoki et al. 1998, Murakami et al. 
2011). Su producción ha sido localizada en las células epiteliales de las glándulas 
prostáticas, desde las cuales es liberada al líquido seminal (Kallajoki et al. 1998). 
Por otro lado, se ha relacionado con el sistema reproductor femenino, ya que se ha 
encontrado tanto en endometrio receptivo de mujeres que logran embarazo tras 
ICSI (Allegra et al. 2009), como en endometrio extrauterino (Kocbek et al. 2015). 
Son necesarios más estudios para aclarar su posible papel en la implantación 
embrionaria. 
Debido a su evidente presencia en plasma seminal, a su actividad catalítica, que 
puede ser relevante para el proceso de fecundación a distintos niveles (reacción 
acrosómica, fusión de gametos, señalización celular) y sobre todo, debido al 
descubrimiento de que espermatozoides con mayor capacidad reproductiva 
presentan menores niveles del mensajero que codifica para esta proteína, es a 
nuestro juicio un candidato perfecto para ser un marcador de calidad seminal.  
-CD84 
CD84 pertenece a la familia de moléculas linfocitarias activadoras de señales 
(SLAM). Esta familia regula una gran variedad de respuestas inmunes como; 
activación de células T, generación de las células B de memoria, producción de 
anticuerpos y activación de las células natural Killers (NK) (Yan et al. 2007). 
En cuanto a su estructura son glicoproteínas de superficie celular que se 
caracterizan por una porción extracelular con dos o cuatro dominios similares a 
inmunoglobulinas, un segmento transmembrana y otro intracitoplasmático, el cual 
contiene uno o más motivos basados en tirosinas, con un papel fundamental en la 
transmisión de señales (Cannons et al. 2011)(Figura 4). 
Todos los miembros de esta familia se encuentran codificados en el cromosoma 1, 
tanto en humanos como en ratón.  La característica más peculiar de esta familia es 
que la mayoría, además de ser receptores de membrana, pueden actuar como sus 







Figura 4 Estructura de las moléculas de la familia SLAM 
En cuanto al CD84 se ha identificado en una gran variedad de tipos celulares; NK, 
linfocitos B y T, monocitos, plaquetas, macrófagos, células dendríticas, 
granulocitos, mastocitos, eosinófilos, basófilos y neutrófilos (Cannons et al. 2011, 
Nichols et al. 2005). Se han definido cinco isoformas diferentes del ARNm que 
codifican la molécula con diferentes longitudes del segmento intracitoplasmático 
(Palou et al. 2000). 
En cuanto a su estructura sigue los patrones de las moléculas de su familia con dos 
dominios extracelulares y dos motivos ricos en tirosinas en el segmento intracelular 
(Figura 4). 
Las funciones de este receptor permanecen todavía en estudio, aunque por 
similitud con otras moléculas de su familia se le atribuyen papeles en la activación 
de leucocitos. Zaiss y colaboradores sugieren que CD84 pueda ser utilizado como 
marcador de diferenciación de células hematopoyéticas, ya que encuentran un 
aumento de esta molécula durante la diferenciación de células madres 
pluripotentes hacia otras más comprometidas (Zaiss et al. 2003). Por otra parte, 
también se ha descrito que esta molécula es necesaria para el contacto prolongado 
entre linfocitos B y T, requerido para la inmunidad humoral (Cannons et al. 2010).  
A pesar de que hay varios estudios que proponen diversas funciones potenciales, 
todavía queda mucho por estudiar hasta comprender completamente los procesos 
en los que interviene CD84. 
Esta molécula no se ha descrito asociada a ningún proceso reproductivo, ni en 
ningún tejido del aparato reproductor masculino o femenino. Sin embargo, y como 
en el caso anterior, los estudios de microarrays de ARN de muestras seminales, 
demostraron que esta molécula se expresaba exclusivamente en muestras de 
espermatozoides que daban lugar a un embarazo, fuera cual fuera la TRA utilizada 
(Garcia-Herrero 2012).  
4.2.4 Potenciales biomarcadores individuales 
Se han propuesto como potenciales marcadores de calidad seminal una gran 
variedad de moléculas, algunas de ellas implicadas en distintas funciones 
espermáticas y otras relacionadas por estudios clínicos con buenos resultados 
reproductivos. Sin embargo, la relación de estas moléculas con la infertilidad 
masculina es, en la mayoría de los casos, indirecta y está poco estudiada. Algunos 
ejemplos de estas moléculas son: 
- Factor activador plaquetario (PAF). Es un fosfolípido descrito en 
espermatozoides humanos, cuya correlación positiva con resultados de embarazo 
tras TRA (Roudebush and Purnell 2000) y con el potencial fértil del varón (Toledo et 
al. 2003) ha sido definida por varios grupos de investigación. 
- Acrosina. Se ha relacionado desde hace más de dos décadas con la 






Sin embargo, los resultados tras tratamientos de FIV son controvertidos (Garrido et 
al. 2008). 
- Colesterol. Es el lípido más presente en la membrana de los 
espermatozoides, cuya proporción en membrana se ha relacionado de manera 
directa con la morfología de los espermatozoides y su potencial fértil (Meseguer et 
al. 2004). 
- Ubiquitina (UBQ). Es el biomarcador individual de calidad seminal más y 
mejor estudiado. 
La ubiquitina es una pequeña proteína de 76 aminoácidos descubierta en 1975. Con 
un peso molecular de 8,5kDa se encuentra en la mayoría de células eucariotas y es 
una de las proteínas más altamente conservadas. Una de sus características más 
especial es su elevado número de residuos de lisina que le permite unirse a través 
de ellos a otras moléculas de UBQ formando cadenas (Sutovsky 2011). 
Esta pequeña proteína pertenece al sistema ubiquitina-proteasoma que es el 
principal sistema de degradación sustrato-específico de proteínas en la célula. El 
proceso por el cual un sustrato es marcado para ser degradado por este sistema se 
conoce como ubiquitinación.  
La ubiquitinación son una serie de reacciones enzimáticas, alguna de ellas 
dependientes de ATP, por las cuales a un sustrato se le añaden una serie de 
moléculas de UBQ formando una cadena, que es la señal para que el  proteasoma 
26S degrade dicho sustrato (Hou and Yang 2013, Sutovsky 2011). 
El proteasoma 26S es un complejo compuesto por: la subunidad central 20S con 
forma de barril y actividad catalítica y las subunidades reguladoras 19S localizadas 
en los extremos del barril y cuya función es la de reconocer los sustratos 
poliubiquitinados y transferirlos al núcleo catalítico donde serán degradados 
(Sutovsky 2011, Zimmerman and Sutovsky 2009).  
 
Figura 5 Esquema del mecanismo de acción del sistema ubiquitina-proteasoma. 
La importancia de este sistema es tal, que sus descubridores (A. Ciechanover, A. 
Hershko y I. Rose) fueron en 2004 galardonados con el premio Nobel de Química. 
Esta ruta de señalización y destrucción/reciclado de proteínas es responsable de la 
regulación de gran cantidad de procesos fisiológicos que tienen lugar en las células. 
Además, alteraciones en las funciones del sistema ubiquitina-proteasoma se han 
relacionado con diferentes tipos de cáncer, con enfermedades como el Síndrome 
de Angelman y de Liddle o con la fibrosis quística. En todas estas enfermedades ya 
sea por mutaciones directas en algún componente del sistema o en el sustrato, se 
provocan alteraciones de las rutas normales de degradación en las que está 
involucrado el sistema, provocando las patologías (Glickman and Ciechanover 
2002). Por otra parte, se han encontrado acumulaciones de UBQ en determinadas 
localizaciones celulares, en pacientes con enfermedades neurodegenerativas como 
son el Alzheimer y Parkinson entre otras (Glickman and Ciechanover 2002). 
En la espermiogénesis, la ruta ubiquitina-proteasoma también se ha demostrado 
que tiene gran importancia a muchos niveles, como son: en la transformación de 





degradación de mitocondrias, en la reducción del centrosoma y en la formación de 
la cola y del acrosoma, entre otros procesos (Bose et al. 2014, Sutovsky 2003).  
Existen diversos estudios que demuestran que este sistema es esencial también 
para la correcta fecundación en mamíferos. Interviene en procesos como la 
penetración del espermatozoide en la zona pelúcida, en la capacitación 
espermática, en la exocitosis acrosómica inducida por el ovocito e incluso en la 
incorporación del espermatozoide al citoplasma del ovocito (Sutovsky 2011).  
Otros muchos estudios evalúan la relación entre la presencia de UBQ en los 
espermatozoides y la calidad seminal, la mayoría de ellos describen una relación  
negativa (Sutovsky et al. 2001a, 2001b, 2004, Ozanon et al. 2005, Hodjat et al. 
2008), aunque también hay grupos que defienden la relación opuesta (Muratori et 
al. 2005, 2007, 2015).  
El grupo de Sutovsky le atribuye a la UBQ un importante papel como marcador de 
espermatozoides defectuosos. Este marcaje será identificado en el epidídimo y las 
células epiteliales del mismo retiraran estos espermatozoides. Sin embargo, una 
pequeña parte escapan de este mecanismo y son detectados en el 
eyaculado(Sutovsky et al. 2001a).  
A la luz de todos estos estudios, esta molécula tiene un gran potencial como 
marcador diagnóstico y pronóstico, sin embargo, para establecer de manera 
definitiva su asociación con la infertilidad masculina, así como su valor predictivo 
para el éxito de las distintas TRA, es necesaria mucha más información y nuevos 
estudios. 
 
 Métodos de selección espermática  
Las tasas de éxito de las TRA hoy en día están todavía muy lejos de ser el 100%, y 
por esta razón muchos grupos están invirtiendo grandes esfuerzos en investigar 
diferentes métodos que puedan mejorar estas tasas, desde diferentes 
aproximaciones. 
Una de estas aproximaciones es la mejora en la selección de los espermatozoides 
utilizados para un tratamiento. Los espermatozoides se encuentran en exceso, es 
decir, son necesarios muchos menos de los que se producen, a diferencia de los 
ovocitos que son el factor limitante. Por ello, son los espermatozoides los 
candidatos perfectos para ser sometidos a un “filtro” de selección.  
Con la intención de maximizar las posibilidades reproductivas de los pacientes, 
actualmente existe un amplio abanico de técnicas de selección espermática ya 
disponibles o en estudio, entre las que se encuentran las que aquí se presentan. 
5.1 Selección de espermatozoides con receptores de ácido hialurónico. 
El ácido hialurónico (AH) es un polisacárido que se encuentra en la matriz 
extracelular que rodea al ovocito. Se considera un seleccionador natural, ya que 
únicamente los espermatozoides maduros, que expresen en su membrana 
receptores para este polisacárido, serán capaces de atravesar dicha matriz 
extracelular que protege al ovocito y acceder a él para fecundarlo. 
Se ha descrito que la presencia de estos receptores en la membrana de los 
espermatozoides se relaciona con madurez espermática, mínima fragmentación de 
ADN y menor frecuencia de anomalías cromosomas (Huszar et al. 2007). 
En base a este evento que ocurre in vivo, se han diseñado diferentes estrategias 
para seleccionar espermatozoides en función de la presencia en su membrana de 





ICSI) que consiste en una placa de cultivo con pequeñas gotas de hialuronano 
deshidratadas adheridas al fondo de la placa, donde se colocan y seleccionan 
aquellos espermatozoides que se mueven vigorosamente alrededor de su cabeza 
anclada al fondo (PICSI Sperm Selection Device; MidAtlantic Diagnostic–
Origio)(Parmegiani et al. 2012). 
Existen numerosos estudios comparando diferentes parámetros que evalúan el 
resultado de tratamientos utilizando ICSI con y sin selección previa por AH. En 
algunos de ellos se describe una mejora significativa de la calidad embrionaria y de 
la tasa de implantación, utilizando  la selección por AH (Mokanszki et al. 2014, 
Parmegiani et al. 2010a, 2010b). Sin embargo, en otros muchos estudios no se han 
encontrado mejoras en el desarrollo embrionario (Ciray et al. 2008), ni en las tasa 
de implantación y embarazo clínico (Worrilow et al. 2013), tampoco en la calidad 
embrionaria(Majumdar and Majumdar 2013). Donde sí se ha encontrado una 
mejora utilizando la selección por AH es en la tasa de pérdida de embarazo, dos 
ensayos clínicos prospectivos y aleatorizados (Majumdar and Majumdar 2013, 
Worrilow et al. 2013) coinciden en este resultado. 
Las revisiones (McDowell et al. 2014) y meta-análisis (Beck-Fruchter et al. 2016) 
más recientes concluyen que los resultados encontrados hasta el momento no 
justifican la utilización de esta técnica de manera rutinaria en todos los ciclos de 
ICSI. 
5.2 Selección morfológica de espermatozoides  
Los microscopios invertidos utilizados para seleccionar espermatozoides durante el 
ICSI, utilizan una óptica que consigue un máximo de 400 aumentos. En el año 2001 
Bartoov (Bartoov et al. 2001) y colaboradores introdujeron una tecnología –
MSOME (motile sperm organelle morphology exam)-  que conseguía una 
magnificación óptica de 6000X, lo que proporcionaba una visión de los 
espermatozoides mucho más detallada, sin ser teñidos ni fijados. La aplicación del 
MSOME a la selección de espermatozoides para su microinyección en el ovocito es 
lo que se ha llamado IMSI (intra-cytoplasmic morphologically-selected sperm 
injection). 
En cuanto al valor clínico de la técnica de IMSI hay todavía bastante controversia. 
Aunque en los estudios más recientes parece demostrarse que no existe mejora en 
los resultados clínicos utilizando IMSI en lugar de ICSI (Bradley et al. 2016, De Vos 
et al. 2013, Gatimel et al. 2016, Leandri et al. 2013), hay algunos estudios que 
encuentran una mejora significativa en los resultados de los tratamientos con IMSI, 
sobre todo en casos de infertilidad por factor masculino (El Khattabi et al. 2013, 
Knez et al. 2012, Souza Setti et al. 2010). En conclusión, son necesarios más ensayos 
clínicos que ayuden a verificar el valor clínico de esta técnica.  
5.3 Selección de espermatozoides no apoptóticos.  
La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo fisiológico, que induce 
una serie de alteraciones a diferentes niveles en la célula, que llevan al suicidio de 
la misma. Algunos de los cambios bioquímicos que experimenta una célula en 
apoptosis son: activación de la ruta de las caspasas, entrecruzamiento de proteínas, 
condensación de la cromatina y posterior fragmentación del ADN, expresión de 
marcadores en superficie para el reconocimiento y fagocitos de la célula apoptótica 
por otras adyacentes (ej.: fosfatidilserina-PS-), entre otros (Elmore 2007).    
Uno de los muchos procesos en los que la apoptosis tiene un papel importante es 
en la espermatogénesis, controlando la superproducción de espermatozoides en 
niveles que las células de Sertoli puedan sustentar. También se le ha asignado un 
posible papel en la eliminación de espermatozoides anormales (Makker et al. 2008, 





Se ha descrito en numerosas ocasiones, la presencia en eyaculados humanos de 
espermatozoides con marcadores típicos de apoptosis como; activación de 
caspasas, disminución del potencial de membrana mitocondrial y externalización 
de la PS. Se propone que la presencia de estos espermatozoides pre-apoptóticos en 
el eyaculado sea causado por un fallo en su eliminación (Makker et al. 2008) y por 
lo tanto, su presencia sea un factor negativo en la calidad del semen. 
Esto concuerda con los numerosos estudios que encuentran una asociación directa 
entre la presencia de marcadores de apoptosis en eyaculados y parámetros de mala 
calidad seminal (Gandini et al. 2000, Sakkas et al. 1999). Así como, con una relación 
también directa, con peores tasas de éxito reproductivo tras TRA (Barroso et al. 
2006, Borini et al. 2006, Grunewald et al. 2008). 
A la luz de estos resultados, se han dedicado numerosos esfuerzos a disminuir el 
número de espermatozoides apoptóticos presentes en una muestra de semen, 
previa a su utilización en cualquiera de las TRA. Una de las estrategias diseñadas 
para separar los espermatozoides apoptóticos de los no apoptóticos, consiste en 
aprovechar la alta afinidad que tiene la anexina V por el marcador de apoptosis, PS 
(Said et al. 2006). 
Existen dos técnicas que utilizan como base de la selección la unión Anexina V-PS: 
5.3.1 Selección inmunomagnética de espermatozoides mediante columnas de 
Anexina V. 
La técnica más extendida, es la selección celular inmunomagnética o MACS 
(Magnetic activated cell sorting). Este procedimiento se utiliza ya a nivel clínico en 
distintos ámbitos. Por ejemplo se utiliza con éxito en casos de aislamiento de 
células progenitoras raras de sangre de cordón umbilical, o cuando se utiliza sangre 
periférica para sustituir médula ósea en trasplantes de pacientes sometidos a 
quimioterapia o radioterapia (Powles et al. 2000, Weissman 2000). 
El fundamento de la técnica se basa en la utilización de micropartículas magnéticas 
de aproximadamente 50nm de diámetro conjugadas con proteínas o anticuerpos 
específicos, para su unión a las células que expresen determinado marcador de 
interés. Se requiere de unas columnas para separar físicamente las células, las 
cuales han de estar sometidas a un intenso campo magnético, suficiente para 
retener las células unidas a las partículas magnéticas en la matriz de la columna.  
De esta manera las células no unidas eluirán de la columna en primer lugar, 
conformado la fracción negativa, células que no presentan la molécula de interés. 
Posteriormente, mediante lavados de la columna se recoge la fracción positiva o 
población celular que presenta el marcador. Ambas fracciones son separadas con 
elevada pureza, manteniendo la estructura, función y viabilidad celular (Said et al. 
2008). 
  
Figura 6 Dibujo esquemático del funcionamiento de la técnica de MACS 
En el caso de la utilización del MACS para la selección de espermatozoides no 
apoptóticos, la proteína que se conjuga con la partícula magnética es la anexina V. 
Por lo tanto, al hacer pasar la muestra por la columna quedaran retenidos los 
espermatozoides apoptóticos y eluirán los libres de PS, es decir, los considerados 





Se ha demostrado la eficacia de esta técnica seleccionando espermatozoides sin 
marcadores de apoptosis en numerosos estudios (Grunewald et al. 2001, 2009, Lee 
et al. 2010, Paasch et al. 2003, Said et al. 2006, Tavalaee et al. 2012). 
Por otro lado y más interesante, se han realizado varios ensayos comparando los 
resultados reproductivos de las TRA cuando previamente se aplica o no, la selección 
por MACS y en la mayoría de los casos se ha visto una mejora (Dirican et al. 2008, 
Gil et al. 2013, Troya and Zorrilla 2015). Sin embargo, son necesarios más ensayos 
clínicos prospectivos y aleatorizados para evaluar la verdadera eficacia de esta 
técnica y para establecer el grupo de pacientes a los que dirigirla, ya que no se ha 
encontrado mejora en los resultados reproductivos utilizando MACS antes de ICSI 
cuando la población de varones no está seleccionada  (Romany et al. 2014). 
La técnica del MACS es una técnica sencilla, barata, con la que se recuperan 
espermatozoides en perfecto estado, con capacidad fecundante (Grunewald et al. 
2008, Lee et al. 2010) y de dar lugar a recién nacidos vivos (Polak de Fried and 
Denaday 2010, Rawe et al. 2010). Por lo tanto, su utilización para la selección de 
espermatozoides ya sea libre de marcadores de apoptosis o con otras 
características de buen pronóstico, nos parece de sumo interés.  
Puesto que el único requerimiento es que sean marcadores de membrana, existen 
múltiples posibles candidatos para establecer nuevos protocolos de selección de 
espermatozoides que puedan ayudar a mejorar las tasas de las TRA; algunos 
ejemplos son: la UBQ, receptores de AH (ej: CD44), PLA2G2A o CD84. 
5.3.2 Selección con filtros de lana de vidrio.  
A diferencia del MACS, en este caso la anexina V se encuentra unidad a una fase 
sólida, la lana de vidrio, por donde se hace pasar la muestra (Grunewald et al. 2007). 
Este tipo de filtrado presenta las ventajas con respecto al MACS de llevar menos 
tiempo su realización y de evitar la posible transmisión al ovocito de esferas 
magnéticas. 
Con esta técnica se ha descrito una mejora en la selección con respecto a otras 
técnicas ya que se consiguen un mayor porcentaje de espermatozoides con 
morfología normal (Van den Bergh et al. 1997) y menor daño en el ADN (Sauer et 
al. 2012). Sin embargo, no se ha encontrado un aumento significativo en la tasa de 
fecundación, ni en la calidad embrionaria tras ICSI en comparación con los 
tradicionales gradientes de densidad (Van den Bergh et al. 1997). Este método de 
selección está todavía en fase experimental y son necesarios nuevos estudios que 
acrediten su utilidad clínica.  
5.4 Selección de espermatozoides por carga eléctrica 
Este tipo de selección se basa en el hecho de que los espermatozoides capacitados 
presentan carga eléctrica negativa (Rosado et al. 1973). Esto es debido a que 
durante los cambios que se producen en la membrana plasmática en el momento 
de la capacitación, son liberados a la superficie sialoglicoconjugados (Focarelli et al. 
1990). La presencia de estas sialoglicoproteínas en la superficie de los 
espermatozoides se ha relacionado positivamente con la capacidad fértil de los 
mismos (Giuliani et al. 2004). 
Existen dos técnicas que utilizan la carga eléctrica negativa de los espermatozoides: 
5.4.1 Electroforesis espermática.  
Ainsworth y colaboradores (Ainsworth et al. 2005) desarrollaron un sistema de 
separación de espermatozoides en función de su carga y de su morfología. Este 
sistema (Cell Sorter-10; CS-10) se compone de dos cámaras separadas por una 
membrana de policarbonato con un poro de 5µm que permite el paso de 





que fuerza a los espermatozoides a pasar a través de la membrana hacia la cámara 
de recolección. 
Existen varios estudios que demuestran que mediante la utilización de esta técnica 
se consigue una población de espermatozoides con menor fragmentación del ADN 
(Ainsworth et al. 2005, Aitken et al. 2010, Fleming et al. 2008). 
Aunque ya se ha reportado un recién nacido vivo utilizando este método de 
selección de espermatozoides previo al ICSI (Ainsworth et al. 2007), todavía no se 
ha realizado ningún ensayo clínico para validar esta técnica ya que presenta algunas 
limitaciones; como son la complejidad y alto coste del sistema. Por ello, ya hay 
grupos desarrollando nuevos soportes basados en el mismo principio (Simon et al. 
2015, 2016) que puedan solventar estos problemas. 
5.4.2 Potencial ζ.  
El otro método de selección espermática basado en la electronegatividad de los 
espermatozoides, es un método mucho más sencillo que apenas requiere de 
equipamiento alguno. Los espermatozoides maduros presentan una carga eléctrica 
de -16 a -20 mV (potencial ζ) (Ishijima et al. 1991), que decrece con la capacitación 
y en exposición a los fluidos del tracto reproductor femenino (Focarelli et al. 1990).  
La técnica consiste en depositar la muestra en un tubo cargado positivamente, de 
esta manera los espermatozoides maduros (electronegativos) se adherirán a las 
paredes del mismo, que luego son recogidos mediante la adición de suero que 
neutraliza las cargas (Chan et al. 2006). 
Esta técnica recupera un alto porcentaje de espermatozoides con morfología  
normal, con un correcto contenido en protaminas y con una alta integridad del ADN 
(Chan et al. 2006, Kheirollahi-Kouhestani et al. 2009, Razavi et al. 2010, Zahedi et 
al. 2013, Zarei-Kheirabadi et al. 2012), se ha reportado también una mejora en la 
tasa de embarazo cuando se utiliza previo a un tratamiento (Kheirollahi-Kouhestani 
et al. 2009). Así mismo, comparando esta técnica de selección con otras como la 
selección por AH (Razavi et al. 2010) o los  gradientes de densidad (Kheirollahi-
Kouhestani et al. 2009, Zarei-Kheirabadi et al. 2012) parece que la separación por 
potencial ζ recupera espermatozoides de mayor calidad.   
Sin embargo, esta técnica presenta algunas desventajas como son la baja tasa de 
recuperación espermática, que le hace no ser apta para pacientes con 
oligozoospermia o biopsias testiculares (Chan et al. 2006) y la desviación del ratio 
espermatozoides portadores de cromosomas X/portadores de cromosoma Y, ya 
que los espermatozoides con cromosoma X son más electronegativos (Chan et al. 
2006, Ishijima et al. 1991). 
5.5 Selección de espermatozoides birrefringentes 
La birrefringencia es un fenómeno que ocurre cuando un haz de luz incide sobre 
una estructura anisótropa, la cual es capaz de separar dicho haz de luz en dos. Los 
espermatozoides maduros debido a sus propiedades anisótropas son 
birrefringentes (Gianaroli et al. 2008). 
Valiéndose de la asociación entre unas correctas morfología y estructuración 
interna de los espermatozoides y la presencia de birrefringencia, se ha desarrollado 
un sistema óptico  basado en luz polarizada, que permite la identificación y 
selección de espermatozoides normales (birrefringentes) (Gianaroli et al. 2008). 
Gianaroli y colaboradores encuentran una mayor tasa de implantación, embarazo 
clínico y evolutivo en parejas con infertilidad por factor masculino muy severo 
utilizando la selección por birrefringencia previa a un tratamiento de ICSI (Gianaroli 





refringencia en la cabeza del espermatozoide mejora la tasa de éxito del 
tratamiento (Gianaroli et al. 2010, Vermey et al. 2015). Sin embargo, es una técnica 
que requiere equipamiento adicional, más tiempo y todavía no hay suficientes 
evidencias de su validez clínica.  
5.6 Selección mediante microespectroscopía Raman 
La espectroscopía de Raman se basa en el análisis de la luz que dispersa un material 
sobre el que se ha hecho indicar una luz monocromática. Una pequeña parte de la 
luz dispersada sufre un cambio de frecuencia, que se conoce como dispersión de 
Raman y es dependiente de la composición molecular de la materia (Ellis et al. 2013, 
Mallidis et al. 2014).  
Cuando este fenómeno se utiliza en análisis biológicos es necesario el acoplamiento 
de un microscopio confocal y es lo que se conoce como microespectroscopía de 
Raman. 
La aplicación de esta técnica a la reproducción asistida es muy reciente y las 
publicaciones disponibles se centran en describir el perfil de Raman de 
espermatozoides con alteraciones en la integridad del ADN (Mallidis et al. 2011, 
Sanchez et al. 2012), con un correcto empaquetamiento del material genético 
(Huser et al. 2009) y un adecuado estado mitocondrial (Meister et al. 2010). 
Sin embargo, las posibilidades de esta metodología son muy amplias. Entre las que 
se incluye la identificación del espectro de Raman de un espermatozoide capaz de 
fecundar un ovocito y de dar lugar en último término a un recién nacido vivo 
(“espectro Raman de calidad espermática”). En función del cual, posteriormente, 
se podría diseñar un método para seleccionar aquel espermatozoide con dicho 
espectro y de esta manera aumentar posibilidades de éxito de las TRA.  
El nivel de evidencia en la mayoría de las técnicas anteriormente expuestas es bajo, 
ya que únicamente se dispone de pruebas que valoran de manera indirecta los 
resultados clínicos tras la utilización de alguna de las técnicas.  
La revisión más reciente sobre las técnicas avanzadas de selección de 
espermatozoides de la biblioteca Cochrane, encuentra que únicamente existen dos 
ensayos clínicos aleatorizados que versan sobre estas nuevas técnicas de selección. 
En ambos se evalúa la selección mediante AH y solamente uno de ellos reporta 
datos de recién nacidos. Esta revisión considera que ninguno de ellos tiene el nivel 
de evidencia suficiente. Además, no encuentra ningún ensayo del mismo tipo para 
otras técnicas de selección espermática (espermatozoides apoptóticos, 
birrefringencia, carga eléctrica) (McDowell et al. 2014).  
Existe por lo tanto la necesidad de llevar a cabo más estudios prospectivos y de 
intervención que permitan evaluar la mejora en los resultados clínicos con la 






 Técnicas de reproducción asistida. 
La ESHRE en octubre de 2016 publicó una hoja informativa con algunos datos 
interesantes para la evaluación del impacto actual de las TRA (ESHRE 2017): 
 Se estima que desde el primer éxito de las TRA en 1978 han nacido en el mundo 
5,4 millones de niños. 
 En 2012 España fue el tercer país europeo en número de ciclos realizados, 
69.699 ciclos. 
 Los países más activos en cuanto a tratamientos de reproducción son Japón y 
EEUU. 
 Se realizan alrededor de 1,6 millones ciclos/año, consiguiendo 400.000 
nacimientos/año. 
A la luz de estos datos, se hace evidente el crecimiento exponencial que ha tenido 
la medicina reproductiva en los últimos años, siendo una disciplina relativamente 
joven, los cambios sociales y culturales han llevado a que se desarrolle muy 
rápidamente. 
Los tres grupos de tratamientos más utilizados se explican a continuación:  
6.1 Inseminación Artificial (IA) 
Esta técnica consiste en la colocación de una muestra de semen, previamente 
procesada en el laboratorio, en el tracto reproductor femenino, preferentemente 
en la cavidad uterina. Este depósito se realiza mediante una fina cánula. Desde allí 




Figura 7 Esquema de IA 
La IA es la técnica de indicación en los siguientes casos (Matorras and Hernández 
2007): 
 Esterilidad masculina leve o moderada; siempre que el recuento de 
espermatozoides móviles progresivos después del procesado sea mayor a 3 
millones por mililitro. 
 Incapacidad para depositar el semen en la vagina. 
 Esterilidad femenina leve, como disfunción ovárica. 
 Esterilidad de origen desconocido; teniendo en cuenta que cuanto mayor sea el 
tiempo de esterilidad, menores serán las posibilidades de gestación. 
Se ha de tener en cuenta que para la realización de esta técnica es preciso que la 
mujer presente permeabilidad de las trompas y un canal genital normal. Además es 
recomendable que no presente una reserva ovárica disminuida, ni endometriosis 
grave y que no supere los 38 años de edad (Matorras and Hernández 2007, 
Matorras et al. 2011). 
En lo que respecta a la tasa de éxito de las IA, son las más bajas de entre todas las 
TRA. Kupka y colaboradores en su publicación de 2014 concluyen que la tasa de 
nacimiento de la IA en Europa era del 8,9% (Kupka et al. 2014). En la publicación 
de2015 del registro de la Sociedad Española de Fertilidad (SEF), que realiza cada 
año con los datos de todas las clínicas del país, se presenta una tasa de gestación 
del 13,5% por ciclo de IA con semen conyugal/homologa (IAH) (Sociedad Española 





6.2 FIV convencional 
Las técnicas de FIV, como su nombre indica, son aquellas en las que la fecundación 
del ovocito por parte del espermatozoide se realiza fuera de su entorno natural (el 
tracto reproductor femenino), concretamente en un laboratorio. Hoy en día existen 
fundamentalmente dos técnicas de este tipo de aplicación generalizada; la FIV 
convencional de la que hablaremos en este apartado y el ICSI que se expondrá en 
el siguiente.  
La FIV convencional consiste en la extracción de los ovocitos de los ovarios de la 
paciente y la incubación de los mismos en pequeñas gotas con espermatozoides 
previamente procesados en el laboratorio. De esta manera el espermatozoide 
entra de manera natural en el ovocito, pero teniendo que recorrer un espacio 
mínimo para alcanzar las proximidades del mismo. Posteriormente el/los 
embrión/es generados son transferidos al útero materno para su desarrollo y 
gestación.  
 
Figura 8 Esquema de FIV convencional 
La extracción de los ovocitos se realiza mediante una punción folicular transvaginal 
con guía ecográfica. La introducción posterior del/los embrión/es en el útero 
materno se realiza de manera eco-guiada y utilizando un catéter de transferencia. 
Los criterios de indicación de esta técnica son (Matorras and Hernández 2007): 
 Factor tubárico, que puede estar provocado por obstrucción por adherencias 
secundarias a una infección, cirugía pélvica o endometriosis. 
 Endometriosis. 
 Fracaso de IA (tras la realización de los 4-6 ciclos recomendados). 
 Baja respuesta folicular tras estimulación ovárica. 
 Factor masculino leve o moderado, pero insuficiente para inseminación (móviles 
progresivos tras la capacitación menor de 3x106/ml). 
Las tasa de embarazo por embrión transferido en Europa en 2012 fue del 33,8% 
(ESHRE 2017)en tratamientos de FIV convencional.  Los datos del registro de la SEF 
de 2015 presentan una tasa de gestación por transferencia del 37,2% teniendo en 
cuenta todo el territorio nacional (Sociedad Española de Fertilidad, SEF 2017).  
6.3 Inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) 
Esta técnica presenta muchos aspectos comunes con la FIV convencional, ya que la 
obtención de los ovocitos y la posterior transferencia del embrión generado en el 
laboratorio son procesos compartidos por ambas técnicas. 
La diferencia radica en el procedimiento de laboratorio, una vez obtenidos los 
ovocitos y los espermatozoides procesados, a la luz de un microscopio y con ayuda 
de micromanipuladores, se toman los ovocitos uno por uno y se inyecta en su 
citoplasma un único espermatozoide previamente seleccionado por su morfología 
normal y movimiento progresivo (Figura 9).  
 
 
Figura 9 Esquema de la diferencia entre la FIV 
convencional y el ICSI 
Las principales indicaciones para la 





 Fallos de fecundación en tratamientos previos de FIV convencional. 
 Factor masculino muy severo. 
 Tratamientos de diagnóstico genético pre-implantacional (DGP). En estos casos 
se realiza una biopsia embrionaria y se analiza para diagnosticar alteraciones 
genéticas en el embrión. La existencia de células de la granulosa que se quedan 
alrededor del ovocito en la FIV convencional puede alterar los resultados. 
Además, en estos casos interesa una tasa de fecundación lo más elevada posible 
para aumentar el número de embriones analizados. 
En cuanto a la tasa de gestación por embrión transferido según la ESHRE en Europa 
en 2012 fue del 32,2%, cabe destacar que esta tasa está más de un punto y medio 
por debajo de la de FIV convencional (ESHRE 2017). Los datos del registro de la SEF 
de 2015 detectan una muy leve disminución de la tasa de gestación por 
transferencia en España en ese año con respecto a la FIV convencional, siendo en 
ICSI de un 36,3% (Sociedad Española de Fertilidad, SEF 2017). 
Sorprende el hecho de que teniendo ambas técnicas de FIV una tasa de embarazo 
tan parecida, cada vez se están realizando más ciclos de ICSI. Hecho que 
demuestran los datos de la evolución desde 1996 cuando el 65% de los 
tratamientos de FIV eran mediante FIV convencional, hasta 2010 donde el 75% se 
realizan con ICSI (Kupka et al. 2014).  
En muchos centros se realizan prácticamente solo ciclos de ICSI, lo que provoca un 
amplio debate. Mientras que algunos autores (Abu-Hassan and Al-Hasani 2003, 
Orief et al. 2004, Tucker et al. 2001) defienden la utilización del ICSI de manera 
rutinaria, otros proponen su utilización únicamente cuando sea necesario 
(Bhattacharya et al. 2001, Hodes-Wertz et al. 2012, Oehninger and Gosden 2002, 
Ola et al. 2001). La ASRM desaconseja su utilización sin una indicación o justificación 
como: DGP, factor masculino severo, ovocitos criopreservados o maduración in 
vitro de ovocitos (Practice Committees of the American Society for Reproductive 
Medicine and Society for Assisted Reproductive Technology 2012).  
6.4 Donación de gametos 
En todas las técnicas hasta este momento presentadas pueden necesitarse 
gametos donados, cuando uno o los dos gametos no están presentes o no pueden 
utilizarse.  
La donación de gametos demostró su verdadero potencial a partir de la mejora de 
las técnicas de criopreservación de gametos, ya que esto permitió el 
almacenamiento de los gametos de donante en bancos específicos hasta su 
utilización, lo que facilita el trabajo y mejora la rentabilidad de los bancos.  
Las recomendaciones para la utilización de semen donado son (Matorras and 
Hernández 2007): 
 Pacientes con azoospermia, en la que no se encuentran espermatozoides ni en 
el eyaculado, ni en los testículos. 
 Pacientes con riesgo de transmisión de enfermedades genéticas, no detectables 
mediante DGP. 
 Mujeres sin pareja o sin pareja masculina. 
Las indicaciones para el uso de ovocitos donados son (Matorras and Hernández 
2007): 
 Mujeres sin función ovárica, ya sea por fallo ovárico prematuro o menopausia. 
 Fallos repetidos de FIV con gametos propios. 





 Pacientes con riesgo de transmisión de enfermedades genéticas, no detectables 
mediante DGP. 
 Baja respuesta a la estimulación ovárica. 
 Ovarios inaccesibles -aunque es una patología rara (<1%).  
El artículo 5 de la ley española de reproducción asistida (Ley14/2006) dice acerca 
de los/las donantes, lo siguiente: “Los donantes deberán tener más de 18 años, 
buen estado de salud psicofísica y plena capacidad de obrar. Su estado psicofísico 
deberá cumplir las exigencias de un protocolo obligatorio de estudio de los donantes 
que incluirá sus características fenotípicas y psicológicas, así como las condiciones 
clínicas y determinaciones analíticas necesarias para demostrar, según el estado de 
los conocimientos de la ciencia y de la técnica existentes en el momento de su 
realización, que los donantes no padecen enfermedades genéticas, hereditarias o 
infecciosas transmisibles a la descendencia. Estas mismas condiciones serán 
aplicables a las muestras de donantes procedentes de otros países; en este caso, los 
responsables del centro remisor correspondiente deberán acreditar el cumplimiento 
de todas aquellas condiciones y pruebas cuya determinación no se pueda practicar 
en las muestras enviadas a su recepción. En todo caso, los centros autorizados 
podrán rechazar la donación cuando las condiciones psicofísicas del donante no 
sean las adecuadas” 
6.5 Evaluación de embriones 
Una de las labores de rutina de los laboratorios de reproducción asistida ha sido la 
de observar los embriones generados, con la intención de evaluar su desarrollo. 
Gracias a numerosos proyectos en este campo, se han establecido una serie de 
características morfológicas y cinéticas que son consideradas de buen pronóstico, 
es decir, que aquellos embriones que presenten estas características tendrán 
mayor probabilidad de dar lugar a un recién nacido vivo.  
El grupo de ASEBIR (Asociación para el Estudio de la Biología de la Reproducción) 
clasifica los embriones en 4 categorías o grupos (A, B, C y D) y cada una representa 
un potencial de gestación (ASEBIR. 2015). 
Categoría ASEBIR Tasa de gestación clínica Tasa de recién nacido vivo 
A 38,7 35,2 
B 30,1 24,7 
C 18,9 15,7 
D 10,2 10,2 
Tabla 7 Clasificación ASEBIR de embriones. Modificado de (Grupo de Interés de Embriología, ASEBIR 
2013) 
Se han establecidos diversos momentos críticos de observación de los embriones y 
una morfología óptima para cada uno de esos momentos: 
Evaluación en estado de cigoto. Aproximadamente 18 horas tas la inseminación, en 
el cigoto se ha de distinguir dos corpúsculos polares (CP) y dos pronúcleos (PN) para 
considerar una fecundación normal (2CP+2PN). Además según ASEBIR se han de 
tener en cuenta también la morfología de los PN (ASEBIR. 2015), sin embargo, esta 
característica no es considerada relevante por algunos autores cuando el embrión 
se va a evaluar nuevamente en días posteriores (Aydin et al. 2011, Nicoli et al. 
2013). 
Evaluación en día 2 y 3 de desarrollo embrionario. A las 44 horas post-inseminación, 
el embrión ha de estar en 4 células y pasar a 7-8 unas 24 horas después. Durante 
estos dos días también se valoran características como: simetría, fragmentación 
que presenta el embrión, número de núcleos que tiene cada blastómera, presencia 





de las células (ASEBIR. 2015). Todos estos aspectos clasifican al embrión en una u 
otra categoría de la escala de ASEBIR.  
Evaluación en día 5 y 6 de desarrollo. A partir del día 5 la estructura del embrión 
cambia, las células se diferencian en dos estructuras: la masa celular interna (MCI) 
que dará lugar al embrión y el trofoectodermo (TE), que es el origen de la placenta 
y otras estructuras extraembrionarias. El embrión así dispuesto se conoce como 
blastocisto (ASEBIR. 2015).  
A medida que el blastocisto temprano-BT- va desarrollándose libera líquido 
formando una cavidad, llamada blastocele (Blastocisto cavitado-BC-). Las células 
del embrión se van multiplicando haciéndose cada vez más grande, la zona pelúcida 
va adelgazándose (Blastocisto expandido-BE-), hasta que el embrión es demasiado 
grande y rompe la zona. El embrión seguirá en expansión saliéndose por la rotura 
de la zona (Blastocisto eclosionando-BHi-hatching) hasta salir completamente 








Figura 10 Desarrollo de un blastocisto. A. Blastocisto temprano. B. Blastocisto cavitado. C. Blastocisto 
expandido. D. Blastocisto hatching. E. Blastocisto hatched. 
En lo que respecta a la evaluación en estos días, por consenso se ha establecido que 
han de evaluarse las dos estructuras independientemente la MCI y el TE. Siendo el 
D E
A B C
TE de mejor calidad aquel con un número de células elevado, elípticas y 
homogéneo. La MCI ha de tener una forma ovalada y sus células deben estar 
compactadas. También se tienen en cuenta la fragmentación y vacuolización del 
embrión en este estadio (ASEBIR. 2015). ASEBIR propone darle al blastocisto en 
conjunto la calidad del TE, por considerar a este más importante en la implantación 
embrionaria que la MCI (ASEBIR. 2015). 
Se aconseja realizar la evaluación del blastocisto independientemente de los días 
previos, sin embargo a igualdad de calidad de blastocisto, se recomienda 
seleccionar en base al histórico de su evolución (ASEBIR. 2015). 
La mejor transferencia 
La importancia de la correcta categorización de los embriones radica en su utilidad 
para seleccionar los mejores embriones para transferir, ofreciéndole a la paciente 
de esta forma las máximas posibilidades de gestación lo antes posible.  
Otros aspectos (además de la calidad embrionaria) que influyen en la probabilidad 
de una gestación tras una transferencia embrionaria son: 
Número de embriones a transferir. La ley española sobre técnicas de reproducción 
humana asistida (Ley14/2006) permite la transferencia de hasta tres embriones. Sin 
embargo, cada vez más la tendencia de los centros de reproducción asistida es la 
transferencia de un solo embrión.  
A pesar de que la tasa de gestación es menor transfiriendo un único embrión, la 
tasa acumulada (transferir en fresco uno y en el ciclo posterior otro, previamente 
congelado) se ha visto que es la misma (Pandian et al. 2013). Además, por otra 
parte, cuando se realizan transferencias de un único embrión las posibilidades de 
un embarazo múltiple son menores, evitando de esta manera todos los riesgos que 





Día de desarrollo embrionario en el que realizar la transferencia. Este es un tema 
que ha suscitado un amplio debate durante los últimos años. Mientras algunos 
grupos defienden la transferencia en estadio de blastocisto apoyándose en los 
siguientes argumentos: existe una mayor sincronía con el endometrio, se realiza 
una mejor selección embrionaria y menor contractibilidad uterina en el momento 
de la transferencia (Practice Committees of the American Society for Reproductive 
Medicine and the Society for Assisted Reproductive Technology 2013). Los 
detractores de la transferencia en estadio de blastocisto refieren mayor incidencia 
de gemelos monocigóticos (Knopman et al. 2010, Milki et al. 2003), mayores riesgos 
obstétricos y perinatales (Dar et al. 2014, Ginstrom Ernstad et al. 2016) y mayores 
riesgos epigenéticos (Velker et al. 2012). 
La tendencia general es la de transferir en estadio de blastocisto, ya que la tasa de 
gestación y recién nacido vivo es mayor que transfiriendo en estadios más 
tempranos (Aziminekoo et al. 2015, Glujovsky et al. 2016). Sin embargo, este hecho 
no está consensuado ya que hay grupos que presentas resultados en los que no 
existen diferencias en las tasas de gestación (Martins et al. 2017), incluso 
investigadores que consideran que los riesgos de las transferencias en blastocisto 
hacen que se más recomendable la transferencia en estadios más tempranos 
(Maheshwari et al. 2016). Por lo tanto, son necesarios más estudios, 























El objetivo general de esta tesis ha sido el de evaluar el potencial uso de PLA2G2A, 
UBQ y CD84 como biomarcadores diagnósticos o pronósticos de las TRA. Así como 
la valoración de su posible aplicación en el enriquecimiento de una población 
espermática en células con las moléculas de interés utilizando la técnica de MACS.  
Objetivo 1. Evaluación de la presencia de las moléculas estudiadas en la 
membrana espermática. 
1.1 Relacionar las tres moléculas estudiadas en los espermatozoides con 
los parámetros seminales, para ver su implicación en la calidad 
espermática.  
1.2 Relacionar las tres moléculas estudiadas en los espermatozoides con la 
calidad de los embriones generados tras los tratamientos de ICSI, para 
determinar su potencial usos como marcador predictivo de estos 
parámetros o como biomarcadores de selección espermática. 
1.3 Relacionar las tres moléculas estudiadas en los espermatozoides con el 
éxito reproductivo de los tratamientos: gestación, gestación clínica y 
gestación, para determinar sus posibles utilidades como 
biomarcadores predictivos del resultado de un tratamiento. 
Objetivo 2. Evaluación de la eficiencia de la técnica de separación de 
espermatozoides mediante MACS, en función de dos de las moléculas de interés 
(UBQ y PLA2G2A). Con la intención de diseñar un protocolo que permita seleccionar 
los espermatozoides fisiológicamente competentes y que aplicado previo a los 






















 Criterios de inclusión y exclusión  
Todas las muestras seminales utilizadas en este estudio fueron muestras en fresco 
y todas ellas pertenecían a pacientes o donantes de las Clínicas IVI Valencia e IVI 
Bilbao.  
Todos los pacientes y donantes que satisfacían los criterios de inclusión fueron 
informados previamente del fundamento de este estudio y se les solicitó su 
participación en él mediante la firma del consentimiento informado.  
Las muestras cumplían distintos requerimientos según el objetivo para el que 
fueran a ser destinadas. 
7.1 Objetivo 1 
Las muestras incluidas en el estudio de este objetivo fueron pacientes que acudían 
a las clínicas IVI Bilbao o IVI Valencia para realizarse uno de estos tratamientos: IAH, 
ICSI con ovocitos donados o ICSI con ovocitos propios. 
En este estudio no se han tenido en cuenta casos en los que el tratamiento fue la 
FIV convencional, ya que es una técnica muy minoritaria en los laboratorios de IVI 
Bilbao e IVI Valencia, por lo que se consideró que su inclusión en el estudio no era 
conveniente. Por ello, todas las referencias que se hagan en los apartados 
siguientes a tratamientos de FIV han de entenderse que son siempre de tipo ICSI. 
En este proyecto se está estudiando el factor masculino, asociándolo con el éxito o 
fracaso de un tratamiento (gestación si/ gestación no) de modo que se debe 
controlar al máximo el factor femenino mediante los criterios de 
inclusión/exclusión, para que interfiera lo mínimo posible en los resultados del 
estudio. 
Existen tantos factores que pueden causar esterilidad que es prácticamente 
imposible controlarlos todos. Por ello la selección de paciente ha de ser cuidadosa 
y en base a unos criterios de inclusión bien seleccionados, que permitan minimizar 
el efecto de otros factores sobre el resultado pero que no sean demasiado 
restrictivos. Ser demasiado exigentes con los criterios de inclusión puede dificultar 
la realización del estudio, ya que muy pocos pacientes cumplirían los 
requerimientos para participar y los resultados serían menos generalizables.  
Por todo esto, a nuestro juicio, los criterios de inclusión han de ser variables muy 
influyentes en los resultados clínicos y que aparezcan con muy poca frecuencia, ya 
que de otro modo podría asumirse que se reparten equilibradamente entre los 
diferentes grupos.  
Los requisitos para seleccionar las muestras dependerán de la TRA a la que se vaya 
a someter la pareja y se exponen a continuación: 
 IAH 
Todas las muestras seminales pertenecían a varones cuyas parejas iban a 
someterse a una IAH ese mismo día. Estas muestras tenían una recuperación 
espermática en fresco superior a 3 millones de total de espermatozoides móviles 
progresivos tras el procesado de la muestra con la técnica de swim-up. 
Las parejas de estos varones debían cumplir con las siguientes características: 
 Edad inferior o igual a 38 años. 
 No tener trompas obstruidas o cualquier otra alteración a nivel de las 
trompas de Falopio. 
 No presentar malformaciones uterinas, ya sean, miomas, adenomiosis o 
malformaciones congénitas o adquiridas.  




 Tener un índice de masa corporal menor de 30 kg/m2 (obesidad). 
ICSI con ovocitos propios 
Los varones debían tener muestras de semen en fresco con un recuento de 
espermatozoides móviles progresivos superior a 1 millón, con la intención de evitar 
casos de factor masculino severo ligado a alteraciones genéticas y disponer de 
suficientes espermatozoides para los experimentos planteados. En cuanto al factor 
femenino debía cumplir con las siguientes características:  
 Edad inferior o igual a 38 años. 
 No presentar malformaciones uterinas, ya sean, miomas, adenomiosis o 
malformaciones congénitas o adquiridas.  
 Ausencia de hidrosalpinx. 
 No haber sufrido dos o más abortos previos (aborto de repetición). 
 Tener un índice de masa corporal menor de 30 kg/m2 (obesidad). 
ICSI con ovocitos donantes 
El criterio de inclusión para los varones fue el mismo que en el caso de ICSI con 
ovocitos propios. Sin embargo, los requerimientos para las mujeres fueron menos 
estrictos ya que únicamente se ha de controlar los factores que afectan al 
endometrio.  
 Edad inferior o igual a 45 años 
 No presentar malformaciones uterinas, ya sean, miomas, adenomiosis o 
malformaciones congénitas o adquiridas.  
 Ausencia de hidrosalpinx. 
 No haber sufrido dos o más abortos previos (aborto de repetición). 
 Tener un índice de masa corporal menor de 30 kg/m2 (obesidad). 
En cuanto a los ovocitos procedían de donantes jóvenes (menores de 35 años) y 
sanas procedentes del programa de donación de ovocitos de IVI Valencia y Bilbao. 
Utilizando estos ovocitos, que se suponen de máxima calidad, se consigue una 
estandarización mucho mayor del factor femenino.  
7.2 Objetivo 2 
Las muestras seleccionadas para la evaluación de la separación de células en 
función de PLA2G2A y UBQ utilizando la técnica de MACS, procedían de:  
 Pacientes que acudían a realizarse un espermiograma a la clínica IVI Valencia. 
 Potenciales donantes de semen que traían su primera muestra al centro para 
la valoración de la calidad del semen. Esta es la primera prueba establecida 
en el protocolo de evaluación de varones interesados en ser donantes, para 
su admisión en el programa de donación de semen en la Clínica IVI Valencia.  
En ambos casos si se cumplía el único requisito de recuperar tras swim up un total 
de más de 3 millones de espermatozoides móviles progresivos, se procedía a la 
inclusión del varón en el estudio.  
Para el desarrollo de esta parte práctica del proyecto, en la cual se va a poner a 
punto una técnica de separación se ha considerado irrelevante el origen o la calidad 
de los espermatozoides, ya que se intenta desarrollar una técnica aplicable a todo 
tipo de muestra seminal.  




 Objetivo 1: Evaluación de la presencia de las moléculas estudiadas 
en la membrana espermática. 
8.1 Tratamientos de IAH. 
8.1.1 Estimulación y preparación de la paciente 
Las pacientes que se sometieron a un ciclo de IAH fueron estimuladas con FSH 
usando Gonal-F (Serono S.A., Spain) o Puregon (Schering-Plough Española, Spain) o 
con gonadotropina menopáusica humana (HMG) mediante Lepori 
(FarmaLaboratories, Spain) o Menopur (Ferring, Spain). La estimulación con alguno 
de estos medicamentos se inicia en el día 3 de ciclo con una dosis de entre 75 y 150 
UI/día. Una vez alcanzado el desarrollo folicular óptimo, el cual se va monitorizando 
por ecografía vaginal y con los niveles de estradiol en sangre, se desencadena la 
ovulación. Se considera un desarrollo folicular óptimo, cuando el diámetro del 
folículo dominante se encuentra entre 18-19 milímetros. La ovulación se 
desencadena provocando un pico de hormona luteinizante (LH) en la paciente, 
inducido por la hormona coriónica humana (HCG) con Profasi (Serono S.A., Spain). 
La ovulación ocurre alrededor de las 36 horas post-HCG, por lo que la paciente fue 
inseminada entre las 12 y 36 horas tras la inyección (Garrido et al. 2007).  
8.1.2 Preparación de la muestra de semen e inseminación 
Las muestras fueron recogidas por masturbación tras un periodo de abstinencia 
sexual de entre 2 y 7 días. Se recogieron en botes de policarbonato de boca ancha 
y fueron entregados en el laboratorio de andrología. Tras la licuefacción de la 
muestra a 37ºC, 5% de CO2, durante 30 minutos, se procedia a la evaluación de la 
calidad seminal (espermiograma).  
Como ya se ha explicado en la introducción, el espermiograma consta de una 
evaluación macroscópica y una microscópica, esta última se realiza en una cámara 
Makler (SefiLaboratories, Tel Aviv, Israel) (Figura 11), este es un soporte que sirve 
para contar concentración y movilidad de los espermatozoides de una muestra por 
visualización en un microscopio de contraste de fases.  
 
Figura 11 Cámara Makler. 
Esta cámara consta de dos piezas de cristal que superpuestas crean un espacio 
donde una gota (10µl) de la muestra se reparte uniformemente permitiendo la 
movilidad de los espermatozoides. La pieza superior presenta una cuadricula de 
100 cuadrados de 0,1x0,1mm de lado, por lo tanto, el número de espermatozoides 
que hay en 10 cuadrados representará la concentración en millones por mililitro. 
Para una aproximación más exacta de la concentración se contaba el número de 
espermatozoides que había en 30 cuadrados y se calculaba la media. 
En cuanto a la movilidad se evaluaba en esa misma gota, con ayuda de un contador 
de células. Por observación de 100 espermatozoides libres elegidos al azar, se 
calculaba el porcentaje que presenta movilidad progresiva, movilidad no progresiva 
e inmovilidad. 
La morfología se evalúa sobre un portaobjetos, donde se realiza una extensión de 
la muestra, se deja secar al aire y se tiñe con Panóptico rápido. Las muestras se 
observaron en el microscopio óptico con el objetivo de 100x y aceite de inmersión. 
Con ayuda de un contador de células se registra la morfología de 200 
espermatozoides y se calcula el porcentaje de anormales/normales y las anomalías. 




El volumen total del eyaculado fue determinado con una pipeta graduada estéril.  
Una vez evaluado el semen fue procesado mediante la técnica de swim-up. Esta es 
una sencilla técnica que se basa en la capacidad de “nado” de los espermatozoides 
hacia un medio más enriquecido. En primer lugar, la muestra fue colocada en un 
tubo Falcon (Becton Dickinson, USA) de fondo redondo y se preparaba una dilución 
1:2 o 1:3 de la muestra seminal con Medio Sperm (Cook, Bloomington, IN, USA). 
Esta dilución fue centrifugada a 400g durante 10 minutos, tras la cual se eliminaba 
todo el sobrenadante. Sobre el sedimento o pellet se añadía un volumen 
dependiente del total de espermatozoides móviles progresivos de la muestra en 
fresco, este volumen varía de 0,5 a 1mL de Medio Sperm (Cook, Bloomington, IN, 
USA). La incorporación de este medio ha de ser cuidadosa para evitar que se levante 
el sedimento. Las muestras se dejaban en el incubador con una inclinación de 45º, 
a 37ºC y 5% de CO2, durante 45 minutos. Trascurrido ese tiempo, se recogían 0,5mL 
de la capa superior, donde se encuentran los “mejores” espermatozoides, los que 
tienen mayor capacidad de movimiento (Figura 12). 
 
Figura 12 Esquema de la técnica de capacitación swim up. 
En ese momento la muestra estaba lista para la inseminación de la paciente. Tras 
disponerla en una cánula de inseminación (Kitazato IUI Catheter soft type 180mm; 
Kitazato, Tokyo, Japan), se procedía a la introducción de la muestra capacitada en 
el útero de la paciente, vía vaginal. 
8.1.3 Obtención del material para el estudio 
Del volumen del sobrenadante, que quedaba tras recoger la parte que se utilizaba 
para el tratamiento y tras el recuento de espermatozoides capacitados, una 
alícuota de aproximadamente 100.000 espermatozoides se recogía, de la parte 
superior, para las determinaciones por citometría de flujo. 
Esta alícuota se lavaba con Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Gibco 1X) (PBS) 
y el sedimento generado, fijado con paraformaldehido (PFA) (Merck, Madrid, Spain) 
al 4%, preservando de esta manera las características y morfología de los 
espermatozoides. Tras 20 minutos con el fijador a temperatura ambiente este se 
eliminaba, la muestra se lavaba y resuspendía posteriormente en PBS. Las muestras 
fijadas fueron conservadas a 4ºC hasta su posterior análisis. 
8.1.4 Valoración de la gestación 
Alrededor de 15 días después del tratamiento se procedía a la valoración de la 
gestación mediante la determinación de los niveles séricos de la gonadotropina 
coriónica Beta (β-hCG). En los casos en los que la prueba resultaba positiva, una 
segunda evaluación es requerida, una semana después, mediante una ecografía 
transvaginal. Las ecografías y mediciones se repitieron semanalmente hasta la 








8.2 Tratamientos de FIV mediante ICSI 
8.2.1 Protocolos de estimulación 
8.2.1.1 Estimulación ovárica 
Tanto las donantes, como las pacientes que iban a someterse a un tratamiento con 
sus propios ovocitos, fueron sometidas a un protocolo de estimulación ovárica 
basado en antagonistas de la GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas). 
En este protocolo, previamente descrito en (Munoz et al. 2013), se administra, a 
partir de los días 2 y 3 de ciclo, dosis de 150-300UI/día de FSH recombinante (Gonal-
F; Merck, Madrid, Spain, o Puregon; MSD, Madrid, Spain). Cuando el folículo 
dominante alcanza un diámetro de 14mm se administra una dosis de 0,25mg/día 
de antagonista de la GnRH (Cetrotide; Merck, Madrid, Spain) hasta el día de la 
inducción a la ovulación. Una única dosis de triptorelina 0,2mL (Decapeptyl; 
IpsenPharma, Barcelona, Spain) es administrada vía intramuscular para la 
maduración ovocitaria final, cuando al menos 3 folículos han alcanzado un 
diámetro medio mayor o igual a 18mm.  
8.2.1.2 Preparación endometrial 
El protocolo usado para la preparación endometrial de las receptoras del programa 
de donación de ovocitos ha sido anteriormente publicado(Remohi et al. 1995, 
Soares et al. 2005), y se realizó siguiendo las rutinas clínicas establecidas en los 
centros IVI.  
Las pacientes con función ovárica activa se desensibilizan con una única 
administración intramuscular de triptorelina 3,75 mg depot (Decapeptyl 3,75 mg; 
IpsenPharma, Barcelona, Spain) administrada entre 18-21 días del ciclo previo. La 
sustitución de estrógenos se inicia en el día 3-5 del nuevo ciclo de menstruación, 
después de confirmar la quiescencia ovárica y un determinado grosor endometrial 
mediante ecografía transvaginal.  
Se administra (vía oral) valeraniato de estradiol (E2), la cantidad administrada es de 
2 mg/día (Progynova; Schering, Madrid, Spain) durante los 8 primeros días, 
incrementándose a 4 mg/día durante los 3 días posteriores, finalmente se aumenta 
la dosis a 6 mg/día hasta el momento del test de embarazo. Únicamente el ciclo se 
cancela en casos de sangrado vaginal de la receptora durante la administración del 
valeraniato de E2. Cuando la paciente no presenta función ovárica, el tratamiento 
con estrógenos se inicia directamente.  
Una vez comprobada la fecundación, las pacientes inician la administración de 
progesterona intravaginal micronizada (Progeffik; Effik Laboratories S.A., Madrid, 
Spain), con una dosis diaria de 800 mg/día, continuando con esta dosis al menos 
hasta el resultado del embarazo (Escriba et al. 2006). Cuando el test de embarazo 
es positivo, la administración de valerianato de E2 y de progesterona micronizada 
continua hasta 80 días después del test de embarazo. 
8.2.2 Preparación de la muestra de semen 
Las instrucciones para la recogida de las muestras de semen, en cuanto a 
metodología y abstinencia sexual y la evaluación de dicha muestra fueron siempre 
las mismas, independientemente de la TRA para la que fueran a ser preparadas 
(véase 2.1.2).  
La mayoría de las muestras procesadas para esta TRA se procesaron mediante 
gradientes de densidad. Esta técnica se basa en la recuperación de los 
espermatozoides capaces de vencer la oposición que ofrecen un medio (Sperm 
Grad de Vitrolife, Sweden) con dos densidades diferentes y llegar al fondo del tubo.  




En un tubo cónico de 10mL se añadía en primer lugar 1mL del medio de mayor 
densidad (90%), sobre este y con mucho cuidado de que no se mezclen ambas 
diluciones, se añadía otro mililitro del medio menos denso (45%). Una vez 
preparado el gradiente de densidad se depositaba cuidadosamente 1mL de la 
muestra de semen y se centrifugaba a 300g durante 12-13 minutos. Tras esta 
centrifugación los espermatozoides con mejor morfología y movilidad se depositan 
en el fondo formando un sedimento, el cual fue recogido con una pipeta Pasteur 
de vidrio estéril (Figura 13). A continuación, este sedimento recuperado se lavaba 
con Medio Gamete (Cook, Bloomington, IN, USA) y centrifugaba a 400g durante 10 
minutos. Por último, se eliminaba el sobrenadante y el sedimento se resuspendía 
en 0,8-0,9 mL de Medio Fertilization (Cook, Bloomington, IN, USA), quedando la 
muestra lista para su utilización en el ICSI.  
 
Figura 13 Esquema de la técnica de capacitación con gradientes de densidad. 
8.2.3 Realización del ICSI 
8.2.3.1 Obtención de los ovocitos 
La extracción de los ovocitos del interior de los folículos, procedimiento conocido 
como punción folicular, se realiza a las 36 horas de la administración de la última 
inyección. Este es un procedimiento que se realiza bajo sedación, mediante una 
aguja especial que es ecográficamente guiada hasta los folículos. El contenido de 
estos es aspirado, con el fin de recuperar los ovocitos que han crecido en su interior, 
y depositado en tubos estériles precalentados a 37ºC.  
La punción folicular se realiza en un quirófano anexo al laboratorio de FIV con tal 
de evitar una pérdida de la temperatura durante el traslado de los tubos con el 
líquido folicular del quirófano al laboratorio. 
Una vez en el laboratorio el líquido folicular es inspeccionado a la lupa en placas 
Petri precalentadas, en busca de complejos cúmulo-corona-ovocito. Los complejos 
son recolectados y dispuestos en placas con medio tamponado (Medio Gamete 
(Cook, Bloomington, IN, USA)) donde con ayuda de dos agujas se elimina el exceso 
de granulosa o cualquier coágulo de sangre que puedan tener adheridos los 
complejos. Una vez libres de estos restos perjudiciales se pasan a una placa con 
Medio Fertilization (Cook, Bloomington, IN, USA) y se guardan en el incubador a 
37ºC y 5,5% de CO2, durante aproximadamente 4 horas, hasta su uso. 
8.2.3.2 Decumulación de los ovocitos 
Transcurridas las 4 horas, tiempo necesario para que se complete la maduración de 
los ovocitos, se procede a la decumulación. La finalidad de esta técnica es eliminar 
las células del cúmulo y la corona que rodean al ovocito, permitiendo evaluar la 
madurez del mismo y llevar a cabo la microinyección del espermatozoide, que de 
otra manera se vería seriamente dificultada.  
La decumulación se lleva a cabo por una doble acción: 
 Acción enzimática. Los complejos cúmulo-corona-ovocito se depositan en 
gotas de Medio Fertilization (Cook, Bloomington, IN, USA) que contienen al 
50 % la enzima hialuronidasa  40IU/mL (Sage IVF, Biocare Europa). Esta 




enzima degrada el AH presente en la granulosa permitiendo la separación de 
estas células. 
 Acción mecánica. Los complejos se pipetean varias veces con capilares cuyo 
calibre va disminuyendo, hecho que provoca la separación de las células que 
rodean al ovocito.    
 
8.2.3.3 Microinyección de espermatozoides 
Los ovocitos decumulados se disponen en una placa con gotas de Medio Gamete  
(Cook, Bloomington, IN, USA), en cada gota se colocan uno o dos ovocitos. En esa 
misma placa y en una gota con PVP (polivinilpirrolidona) (LIfeGlobal Group, USA) se 
depositan los espermatozoides capacitados.  
La inyección del espermatozoide en el ovocito se realiza en un microscopio 
invertido con pletina calefactada que tiene acoplado un sistema de 
micromanipulación con dos pipetas. Se seleccionan los espermatozoides con mejor 
movilidad y morfología, estos son inmovilizados y activados con la pipeta de 
microinyección, que será con la que se introduzca el espermatozoide en el 
citoplasma del ovocito. 
Por otro lado, el ovocito se sujeta con la otra pipeta, pipeta de sujeción, teniendo 
en cuenta la posición del CP para que al introducir la pipeta de microinyección en 
el ovocito no se altere el huso meiótico.  
Se procede a la inyección, tras la cual los ovocitos se traspasan a una placa de 
incubación con Medio Cleavage  (Cook, Bloomington, IN, USA), se dispone un 
ovocito por gota debidamente rotulada y estas placas se mantienen en el incubador 
a 37ºC y 5% de CO2, hasta el momento de la valoración de la fecundación (Palermo 
et al. 1992).  
8.2.3.4 Valoración de la fecundación 
Cómo se ha indicado en la introducción, la evaluación de la fecundación se realiza 
a las 18 horas post-ICSI; mediante observación de los cigotos al microscopio 
invertido. Se considera fecundación correcta cuando se observan dos CP y dos PN, 
cualquier otra combinación (1CP:2PN, 1CP:3PN, 2CP:1PN, 2CP:3PN) se considera 
una fecundación anómala.  
8.2.4 Obtención del material para el estudio 
Del volumen de espermatozoides capacitados para el ICSI y tras tomar lo necesario 
para la realización del mismo, el excedente era recogido para el estudio. 
Tras el recuento de los espermatozoides de la muestra, ésta se fijaba y preservaba 
de la misma manera que en el caso de las IAH (véase 2.1.3). 
8.2.5 Valoración de la calidad embrionaria, transferencia y  resultado. 
De todos los embriones generados procedentes de ovocitos de la propia paciente 
la calidad fue evaluada según los criterios definidos por ASEBIR (ASEBIR. 2015).  
Como se ha explicado en la introducción la morfología embrionaria se evalúa en día 
2 y día 3 de desarrollo, teniendo en cuenta los siguientes aspectos: número de 
células, simetría, presencia de multinucleación y porcentaje de fragmentación.   
La evaluación en día 5 y 6 se realiza en función de la morfología de la MCI y del TE, 
además de tener en cuenta el grado de desarrollo del blastocisto (BC, BE, BHi o BH). 
Debido a la complejidad para valorar la calidad de los blastocistos, en los que se 
tiene en cuenta tanto la MCI como el TE (ALPHA Scientists In Reproductive Medicine 




and ESHRE Special Interest Group Embryology 2011), en este proyecto únicamente 
se tuvo en cuenta el estado de desarrollo de los embriones en su día 5 y 6, 
evaluando de esta manera el ritmo de evolución, que se ha descrito que también 
se relaciona con el potencial de esos embriones (Shoukir et al. 1998). 
Según la calidad de los embriones se seleccionan aquellos que serán transferidos 
en el ciclo en fresco, los que son criopreservados para futuras transferencias de 
embriones y los que son descartados por no presentar calidad suficiente, no viables. 
El/los embrión/es seleccionados para la transferencia son dispuestos en una placa 
de transferencia y mediante un cánula Kitazato ET Catheter (Kitazato BioPharma 
Co. Ltd, Fuji, Japan) los embriones son transferidos al útero materno de manera 
ecoguiada.  
En cuanto a la valoración del resultado del tratamiento aplica la misma metodología 
que en el caso de las inseminaciones (véase 2.1.4). 
8.2.6 Criopreservación de embriones. 
En los casos en los que el número de embriones viables generados tras un ciclo de 
ICSI excede al número de embriones transferidos en fresco (en ese mismo ciclo), el 
destino de estos embriones supernumerarios es el de ser criopreservados para 
futuras transferencias.  
Por otro lado, en los casos en los que la trasferencia embrionaria en el propio ciclo 
de la estimulación es cancelada, todos los embriones de buena calidad son 
criopreservados. Aplazándose de esta manera la primera transferencia embrionaria 
a un ciclo posterior (transferencia en diferido).   
Estos embriones destinados a la criopreservación fueron vitrificados con el 
protocolo y medios de Kitazato (Kitazato BioPharma Co. Ltd, Fuji, Japan) (Cobo et 
al. 2012). De manera resumida este protocolo sigue los siguientes pasos: los 
embriones se depositan en un primer pocillo con medio de equilibrio (ES) donde 
permanecen 13-15 minutos. A continuación, se pasan a un pocillo con medio de 
vitrificación (VS) durante un minuto se limpian bien de posibles restos de medio ES 
pasándolos por dos pocillos de esta solución (VS). En ese minuto se ha de colocar 
el o los embriones en la lengüeta de un Cryotop (Kitazato BioPharma Co. Ltd, Fuji, 
Japan), dejándolos sin apenas medio e inmediatamente se ha de sumergir en 
nitrógeno líquido.  
Los Cryotops (Kitazato BioPharma Co. Ltd, Fuji, Japan) son encapuchados y 
guardados debidamente rotulados en tanques de vapores de nitrógeno donde son 
conservados a -196ºC hasta su futura desvitrificación. 
8.3 Trasferencia de embriones congelados 
8.3.1 Preparación endometrial 
El protocolo de terapia hormonal para la preparación endometrial  de mujeres que 
van a someterse a una transferencia de embriones criopreservados es muy similar 
a la preparación endometrial de las receptoras del programa de donación de 
ovocitos (Remohi et al. 1995, Soares et al. 2005), con alguna peculiaridad que 
señalaremos a continuación. 
Tras 10 días de terapia estrogénica se procede a la comprobación de los niveles de 
estradiol en sangre (superiores a 100pg/mL), el nivel de progesterona (inferior a 
1ng/mL) y el patrón endometrial (trilaminar con un espesor superior a 7mm). En 
ese momento se procede al inicio de la administración de progesterona 
micronizada vía vaginal (Progeffik; Effik Laboratories S.A., Madrid, Spain). La 




transferencia de embriones, tras su desvitrificación, es pautada tantos días después 
del inicio de la administración de la progesterona, como días de desarrollo tengan 
los embriones a transferir (Coello et al. 2017).  
8.3.2 Desvitrificación de los embriones y transferencia 
El proceso de desvitrficación de los embriones también siguió el protocolo indicado 
por la casa comercial (Kitazato BioPharma Co. Ltd, Fuji, Japan) (Cobo et al. 2012, 
Coello et al. 2017). A grandes rasgos consiste en: una vez sacado el/los Cryotops 
(Kitazato BioPharma Co. Ltd, Fuji, Japan) del tanque siempre sin perder 
temperatura, se sacan del tanque sumergidos en nitrógeno líquido, la lengüeta del 
Cryotop (Kitazato BioPharma Co. Ltd, Fuji, Japan) es sumergida en medio de 
descongelación (TS) a 37ºC. A continuación, se pasa a una solución diluyente (DS) 
durante tres minutos y por último se lava en dos pocillos con medio de lavado (WS). 
Una vez pasado el tiempo estipulado por el protocolo (5+1minutos en los pocillos 
con WS) los embriones son depositados en medio de transferencia (Blastocyst 
Medium; Cook, Bloomington, IN, USA), desde el cual serán transferidos al útero de 
la paciente. 
8.3.3 Valoración del resultado del tratamiento 
Los resultados se evaluaron igual que en los tratamientos anteriores (véase 2.1.4).  
8.4 Citometría de Flujo 
La citometría de flujo es una técnica rápida, sencilla y objetiva que permite el 
análisis de células en suspensión. El principio en el que se basa es simple; hacer 
pasar las células alineadas y de una en una por delante de un haz de luz. La 
dispersión de la luz es analizada y transformada en información acerca del tamaño, 
la forma y la complejidad del evento que pasa por delante del haz de luz (Figura 
14).  
 
Figura 14 Esquema del funcionamiento de un citómetro de flujo.         
Por otro lado, y abriendo un amplio abanico de posibilidades, la citometría de flujo 
permite la utilización de fluorocromos para marcar determinadas características de 
interés.  Los fluorocromos son moléculas que al ser excitadas por un haz de luz de 
determinada longitud de onda emiten la energía en una longitud de onda mayor. 
Existen múltiples fluorocromos cada uno emite en una longitud de onda conocida, 
lo que permite una gran cantidad de combinaciones y de determinaciones al mismo 
tiempo.  
La manera más común de utilizar los fluorocromos en citometría es uniéndolo a un 
anticuerpo específico para una determinada molécula de interés (antígeno) que se 
encuentra en la célula, ya sea exteriormente, en el citoplasma o incluso en el 
interior del núcleo. 
Debido a las características del citómetro de flujo, a la variedad de fluorocromos y 
a especificidad antígeno-anticuerpo, se puede distinguir múltiples características 
células al mismo tiempo en una misma población celular.  




Las señales luminosas detectadas se transforman en impulsos eléctricos que se 
amplifican y se convierten en señales digitales que son procesadas por un software 
informático. 
El análisis de los datos recogidos permite identificar una población concreta de 
células dentro de un conjunto de diferentes tipos celulares gracias al análisis de la 
dispersión de la luz y mediante el análisis de la luz emitida por los fluorocromos se 
puede determinar la presencia o ausencia de un determinado marcador, así como, 
la proporción de células que lo presentan e incluso la cantidad de marcador en cada 
célula.    
8.4.1 Preparación de la muestra para análisis 
Cada una de las muestras fijadas y conservadas a 4ºC se dividió en dos fracciones 
alícuotas; una de las cuales que llamaremos “control” no fue expuesta al 
anticuerpo primario diseñado para identificar las proteínas de interés (PLA2G2A, 
CD84 o UBQ) para de esta manera estandarizar todas las muestras analizadas en 
diferentes días. 
A la fracción alícuota destinada a la identificación del porcentaje de células 
positivas para cada una de las moléculas, que llamaremos “muestra”, se le 
añadieron las diluciones de los anticuerpos seleccionados para la identificación de 
las distintas moléculas (Tabla 8). Las muestras se incubaron durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Posteriormente se eliminó el exceso de anticuerpo 
primario mediante una centrifugación a 800g durante 10 minutos, se lavaron las 
muestras con PBS y se incubaron, durante 10 minutos a 4ºC y en oscuridad, con un 
anticuerpo secundario marcado con un fluorocromo (Tabla 8). Una vez pasado ese 
tiempo, se eliminó nuevamente el exceso de anticuerpo con una centrifugación de 
800g durante 10 minutos y se resuspendió en 500μl de PBS para su análisis en el 
citómetro. 
La fracción alícuota control también fue sometida a la incubación con el anticuerpo 
secundario y al posterior lavado.  
 PLA2G2A CD84 UBQ 
Anticuerpo 
primario (1ario) 





Hospedador 1ario Ratón Ratón Ratón 










Anti-IgG1-FITC mouse Anti-IgG1-FITC mouse Anti-IgM-FITC mouse 
Hospedador 2ario Rata Rata Rata 








Tabla 8 Información de los anticuerpos utilizados para la citometría de flujo. 
8.4.2 Análisis por citometría de flujo y análisis de los datos 
Las muestras fueros procesadas usando Cytomics FC500 (Beckman-Coulter, Brea, 
CA, USA) equipado con 2 láseres, 5 canales de fluorescencia y 2 detectores para la 
dispersión de luz, uno para la dispersión frontal (forward scatter, FS) y otro para la 
dispersión lateral (side scatter, SS). Para la detección de los espermatozoides se 
utilizaron los detectores de FS y SS. La población de espermatozoides fue 
seleccionada en el histograma biparamétrico (FS log/SS log) seleccionándolos de 
esta manera por tamaño y complejidad, y eliminando las células no espermáticas y 
restos celulares presentes también en las muestras (Figura 15).            










Figura 15 Histograma biparamético de citometría de flujo, donde se muestra la población de 
espermatozoides seleccionada en el recuadro R1. 
Esta selección se aplicó a los histogramas donde se detectó la fluorescencia debida 
al anticuerpo secundario. Esta fluorescencia fue detectada por el canal de 
fluorescencia de 525 nm (fluorescencia verde), longitud de onda en la que emite el 
fluorocromo utilizado (isocianato de fluoresceína-FITC-). 
Fueron analizados al menos 5.000 espermatozoides (eventos dentro de la selección 
del histograma FS log/SS log) por cada muestra. Además, el hecho de realizar un 
control de cada muestra permitió eliminar la posible autofluorescencia causada por 
los propios espermatozoides.  
Los gráficos de fluorescencia se analizaron mediante el software Summit v4.3.  
Los resultados registrados fueron el porcentaje de espermatozoides que 
presentaban el marcador objeto de estudio y la mediana de la intensidad de 
fluorescencia normalizada (nMIF) para cada una de las moléculas, es decir, el valor 
de fluorescencia en el cual la mitad de las células están marcadas débilmente y la 
otra mitad intensamente (Sutovsky et al. 2001b). La comparación de este 
parámetro entre diferentes muestras da idea de la cantidad media de marcaje 
(molécula) por célula, puesto que un mayor nMIF quiere decir que la intensidad de 
fluorescencia a la cual el 50% de los espermatozoides están marcados 
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intensamente y el otro 50% débilmente, es mayor, lo que se explica por un aumento 
en la cantidad de fluorocromo en los espermatozoides, es por lo tanto una medida 
relativa de la cantidad de molécula por célula. 
El valor de la mediana de intensidad (MIF) se registró de cada muestra y de su 
control para establecer un cociente: muestra/control que pudiera hacer 
comparables datos analizados en diferentes días, con la intención de controlar las 
variables que pudiera desviar el resultado real. Dicho cociente da como resultado 
el valor que se registró para cada molécula como nMIF (Chan et al. 2013, Tomiyama 
et al. 2004).  
8.5 Variables en estudio 
De acuerdo con los objetivos del estudio, se realizan dos aproximaciones. En la 
primera de ellas se busca la relación entre el nivel de expresión de cada una de las 
proteínas analizadas (PLA2G2A, CD84 y UBQ) en la muestra de espermatozoides y 
la calidad de la muestra seminal en fresco.  
Las variables por lo tanto serán: 
 Nivel de expresión de las proteínas medido por citometría de flujo. Esta 
determinación consiste en dos aspectos que se tienen en cuenta; el 
porcentaje de células marcadas y la mediana de la intensidad de 
fluorescencia normalizada.  
 La calidad de las muestras de semen en fresco determinada por la 
concentración, el volumen y la movilidad (progresivos, no progresivos e 
inmóviles). 




 La calidad de las muestras de semen tras el proceso de capacitación; 
definida con las variables de concentración y movilidad (progresivos, no 
progresivos e inmóvil). 
En segundo lugar y en el único caso de los tratamientos de ICSI, se relacionan los 
niveles de expresión de cada una de las proteínas con la calidad de los embriones 
generados en el tratamiento con las muestras de semen estudiadas. Las variables 
tenidas en cuenta para evaluar la calidad embrionaria son las que se muestran a 
continuación; 
 Tasa de viabilidad embrionaria. Esta variable se define como la cantidad de 
embriones viables con respecto a los no viables de una cohorte embrionaria. 
Se han considerado embriones viables aquellos que presentan calidad 
suficiente para ser transferidos o criopreservados para futuras transferencias. 
Aquellos que son descartados por no alcanzar el estadio correspondiente a 
cada momento del desarrollo con calidad suficiente, por bloquease o 
degenerar, son los embriones no viables.  
 Número de células en día 3 de desarrollo embrionario. Teniendo en cuenta 
que los embriones con 7 u 8 células en día 3 de su desarrollo son los que se 
consideran con mayor potencial de implantación (ASEBIR. 2015), en el 
presente estudio se han definido tres grupos de embriones en función del 
número de células que presentaban en el momento de su evaluación en día 3 
de desarrollo. Estos grupos son: 1) embriones con menos de 7 células; 2) 
embriones con 7 u 8 células y 3) embriones con más de 8 células. 
 Tasa de fragmentación en día 3 de desarrollo embrionario. El grupo de 
expertos de ASEBIR establece 4 puntos de corte en el porcentaje del embrión 
que se encuentra fragmentado (ASEBIR. 2015): 
 ≤ 10%: Embriones con mayor tasa de implantación. 
 >10-25%: Embriones en los que la implantación no se ve 
comprometida. 
 >25-35%: Embriones con un descenso en su potencial 
implantatorio. 
 >35%: Embriones con implantación comprometida (>50% 
implantación prácticamente nula) 
Sin embargo, en el presente estudio, se han establecido otros puntos de 
corte. Debido a que en nuestros datos existen una gran cantidad de 
embriones nada fragmentados (0% de fragmentación) y una gran 
acumulación de embriones con 5-15% de fragmentación, los puntos de 
corte corresponden a los cuartiles de los datos eliminando los ceros.  
 Simetría en día 3 de desarrollo embrionario. Se valora la simetría por 
comparación de tamaño entre las células del embrión y se asigna a una de las 
siguiente cuatro categorías: 1(igual tamaño celular), 2(tamaño celular similar), 
3(tamaño celular desigual) (ASEBIR. 2015). 
 Estadio de desarrollo de los blastocistos en día 5 de desarrollo. 
 Estadio de desarrollo de los blastocistos en día 6 de desarrollo. El grado de 
desarrollo de un embrión en las fases avanzadas del cultivo (tanto en día 5 
como en día 6) se ha clasificado en las siguientes fases: embrión no evolutivo 
(NoE), mórula compacta (MC), BT, BC, BE,  BHi y BH. 
En la tercera y última aproximación, se estudia una posible relación entre los niveles 
de expresión de estas proteínas (medido como se indica anteriormente) en las 
muestras capacitadas de espermatozoides y el resultado de los tratamientos para 




los cuales se han utilizado estas muestras (IA e ICSI). Dichos resultados se miden 
con las siguientes variables: 
 Gestación.  Entre 14 y 16 días después de la fecundación se valoran los niveles 
séricos de la β-hCG, si el resultado es mayor de 10UI/L la gestación bioquímica 
se considera positiva. 
 Gestación clínica. Cuando la prueba sea positiva, una segunda medición 
seguida de una ecografía transvaginal se realizará una semana después (21-23 
días después de la fecundación). Las ecografías y mediciones se repiten 
semanalmente hasta la detección de latido cardiaco, considerándose entonces 
la gestación clínica. 
 Gestación evolutiva. La confirmación de la evolución de la gestación se realiza 
en semana 12, mediante una ecografía de control donde se evalúa el correcto 
desarrollo del feto. 
8.6 Análisis estadísticos 
En primer lugar, se realizó un análisis descriptivo de los datos para evaluar el 
comportamiento general de los mismos (media, error estándar, mediana, etc.). La 
determinación del tipo de distribución que seguían estos datos se realizó mediante 
la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Las comparaciones de distribución entre 
dos grupos se realizaron mediante la prueba de comparación de grupos no 
paramétrica Kruskal-Wallis (puesto que no se podía considerar que la distribución 
de los grupos fuera normal). 
Para medir la relación entre dos variables cuantitativas (presencia de las moléculas 
y parámetros seminales) se utilizaron pruebas de correlación de Pearson.  
Para el análisis de la evaluación del desarrollo embrionario se aplicó un modelo 
mixto de efectos acumulados  (CLMM; del inglés: cummulative link mixed model) 
para cada una de las variables definidas. En estos modelos se controla el efecto 
intra-grupo de cada cohorte embrionaria, es decir, se tiene en cuenta que todos los 
embriones de una paciente no son independientes entre sí, sino que pertenecen a 
una misma cohorte de embriones.  
Para comparar los valores de los biomarcadores según el resultado gestacional (en 
los ciclos en fresco) de las TRA (gestación si/no), se aplicó la prueba no paramétrica 
de Wilcoxon. Sin embargo, en la evaluación de los resultados gestacionales 
acumulados (ciclos en fresco y en diferido) se definió un modelo de Poisson para 
cada una de las variables de gestación. Este modelo permite correlacionar el valor 
de la proteína con el número de gestaciones acumuladas ajustado por el número 
de transferencias acumuladas de cada paciente.  
El análisis estadístico se realizó bajo el lenguaje de computación estadístico R 
(versión 3.4.2). 
  




 Objetivo 2: Evaluación de la eficiencia de la separación de 
espermatozoides mediante MACS, en función de UBQ y PLA2G2A. 
9.1 Reclutamiento de pacientes y procesamiento de las muestras 
En el momento en el que los pacientes o donantes que acudían al laboratorio de 
andrología de IVI Valencia para entregar su muestra, eran informados del estudio y 
preguntados por su interés en la participación en el mismo. En el caso en que 
aceptaban y por tanto firmaban el consentimiento de participación en el estudio y 
si cumplían con los criterios de inclusión estos pacientes eran incluidos en el 
estudio. 
Tras la evaluación de la muestra por parte del personal de laboratorio, esta muestra 
fue capacitada mediante la técnica del swim up (previamente detallada). La 
concentración del capacitado fue evaluada en la cámara Makler con tal de valorar 
el cumplimiento del único requisito de inclusión (más 3 millones de 
espermatozoides móviles). Cuando se cumplía este requisito se procedía 
inmediatamente a la aplicación del protocolo de separación. 
9.2 Aplicación del protocolo de MACS 
No existen en el mercado anticuerpos conjugados con una micropartícula 
magnética que reconozca a las moléculas de interés de este estudio (PLA2G2A y 
UBQ). Por lo tanto, se tuvo que recurrir a una reacción indirecta, es decir, se 
utilizaron anticuerpos que reconocen una de nuestras moléculas (anticuerpo 
primario) y otro anticuerpo conjugado con la micropartícula magnética que 
reconoce la fracción constante del anticuerpo primario (anticuerpo secundario).  
 
Un total de 16 muestras fueron destinadas a la separación en base a la expresión 
en su membrana de UBQ y otras 16 muestras fueron separadas en función de 
PLA2G2A. El procedimiento para llevar a cabo la separación en ambos casos fue 
muy similar con los únicos puntos discordantes en los anticuerpos utilizados y las 
condiciones de incubación. El protocolo que se llevó a cabo se explica a 
continuación.  
La muestra capacitada fue incubada con 100µl del anticuerpo primario según las 
condiciones recogidas en la Tabla 8 (los anticuerpos primarios y sus condiciones de 
incubación fueron las mismas que en la detección por citometría de flujo-véase 
2.4.1-). Una vez pasado el tiempo de incubación el exceso de anticuerpo fue 
eliminado mediante un lavado con PBS, la muestra fue centrifugada durante 10 
minutos a 400g, tras lo cual se retiró el sobrenadante. A continuación, se procedió 
a la incubación con el anticuerpo secundario según las especificaciones de la casa 
comercial y que se recogen en la Tabla 9. Un nuevo lavado se llevó a cabo esta vez 
con Medio Sperm (Cook, Bloomington, IN, USA), tras retirar el sobrenadante se 
diluyó el sedimento en 500µl de Medio Sperm (Cook, Bloomington, IN, USA). 
Molécula Secundario Volumen Condiciones de incubación 
PLA2G2A 
Anti-mouse IgG1 MicroBeads 
130-047-101 
20µl 15 minutos a 4ºC 
UBQ 
Anti-mouse IgM MicroBeads 
130-047-301 
20 µl 15 minutos a 4ºC 
Tabla 9 Condiciones de utilización de los anticuerpos 2arios usados para la separación mediante MACS. 
Por otro lado, la columna de separación compuesta por esferas de hierro y sujeta a 
un imán (MiniMACS; MiltenyiBiotec) fue enjuagada haciendo pasar por ella 500µl 
de Medio Sperm (Cook, Bloomington, IN, USA). Cuando este volumen había eluido 
la columna estaba lista para ser utilizada. En ese momento, la suspensión de semen 
con sus anticuerpos unidos fue introducida en la columna, la fracción que contiene 
los espermatozoides con la molécula en su membrana deberá quedar retenida en 
la columna de separación, se le denomina fracción positiva. Los espermatozoides 




que no están unidos a las partículas magnéticas eluyen a través de la columna, estos 
forman la fracción negativa. Esta fracción fue recogida en un tubo Falcon (Becton 
Dickinson, USA) debidamente rotulado (Figura 16). 
A continuación para recoger de la columna la fracción que se ha quedado adherida 
a ella, la columna fue retirada del imán, se añadió medio y con ayuda de la presión 
que ejercida con un émbolo, se recuperó en otro tubo la fracción positiva o 
espermatozoides con la molécula.  
 
 
Figura 16 Esquema de la técnica de MACS. 
Por último, las muestras fueron centrifugadas 10 minutos a 400g, se retiró todo el 
sobrenadante y el sedimento fue congelado por inmersión en nitrógeno líquido. Las 
muestras fueron conservadas a -20ºC, hasta la comprobación de la técnica 
mediante una reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR). 
9.3 RT-PCR 
El estudio de la eficacia de la técnica de MACS se decidió realizar a través de estudio 
de los transcritos de las moléculas de interés en cada una de las fracciones, ya que 
otras técnicas de detección de proteínas fueron descartadas por diferentes motivos 
que se explican más adelante.  
La técnica utilizada para el estudio de los transcritos fue RT-PCR. Esta es una 
variante de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), en ella una cadena de 
ARN es retrotranscrita a ADN complementario (ADNc) gracias a la enzima 
transcriptasa inversa.  
El fragmento de interés es amplificado gracias al diseño específico de los cebadores, 
mediante una PCR a tiempo real o cuantitativa (qPCR). El nivel de expresión del 
fragmento se detecta por la emisión de fluorescencia de agentes intercalantes 
(SYBER Green) que emiten su haz de luz cuando se encuentran entre las dos hebras 
que forman el ADNc y el sintentizado en la PCR. Esta fluorescencia que es 
directamente proporcional al incremento de ADN sintetizado en cada ciclo es 
detectada y medida por los lectores de fluorescencia de los que disponen los 
equipos de qPCR.  
Debido a la pequeña cantidad de ARNm que contienen los espermatozoides nos 
vimos obligados a hacer agrupaciones (pooles) de muestras para disponer de una 
mayor cantidad de espermatozoides y por lo tanto mayor cantidad de ARN que 
permitiera la realización de esta técnica.  
Los pooles fueron conjuntos de 4 separaciones, es decir, 4 muestras separadas por 
MACS dieron como resultado 4 fracciones positivas y 4 fracciones negativas. Las 
cuatro fracciones positivas se agruparon entre sí dando lugar al pool “nº1 positivo” 
y las 4 fracciones negativas al pool “nº1 negativo”. Se realizaron un total de 16 
separaciones en función de PLA2G2A y otras 16 separaciones en función de UBQ, 
por lo tanto, tuvimos 4 parejas de pooles para cada una de las moléculas. La 
comparación de la expresión de la molécula de interés fue realizada entre la 
fracción negativa y la positiva de un mismo pool. 
9.3.1 Extracción y cuantificación del ARN 
Para la extracción del ARN de las muestras conservadas a -20ºC, se resuspendieron 
en 1mL de Trizol los 4 sedimentos que iban a formar cada pool en una campana 




extractora de flujo laminar vertical. A continuación, se añadieron 200 µl de 
cloroformo (relación 1:5 respecto al volumen inicial de Trizol) se agitó fuertemente 
la mezcla con ayuda de un vortex y se incubó a temperatura ambiente durante 3-4 
minutos. Pasado este tiempo, se centrifugó durante 15 minutos a 12000g y 4ºC. Se 
generan dos fases, de las cuales se tomó cuidadosamente la parte superior y en un 
nuevo tubo se mezcló con 500µl de isopropanol (relación 1:2 respecto al volumen 
de Trizol utilizado). Tras unos 10-15 minutos de incubación, la mezcla se centrifugó 
nuevamente durante 15 minutos a 12000g y 4ºC. El sobrenadante fue eliminado 
por decantación y se añadió sobre el sedimento 1mL de etanol al 70%. A 
continuación, se centrifugó a 7500g durante 5 minutos y a 4ºC, el sobrenadante fue 
eliminado de nuevo por decantación y se resuspendió el sedimento en 14µl de 
agua-DEPC (dietilpolicarbonato).  
La cuantificación del ARN obtenido se realizó con el espectrofotómetro NanoDrop 
2000 (Thermo Scientific) (Figura 17) que es un potente espectrofotómetro basado 
en el pipeteo de pequeños volúmenes (1,5µl) directamente sobre un pedestal plano 
donde se encuentra el extremo de una fibra óptica. NanoDrop 2000 (Thermo 
Scientific) usa la tecnología de la fibra óptica y la tensión superficial, las muestras 
son depositadas entre dos superficies ópticas formando de esta manera un puente 
líquido entre ambas por tensión superficial. Es capaz de medir concentraciones 




                                                                 Figura 17 NanoDrop 2000 
La concentración de ARN se obtiene midiendo la absorbancia a 260nm y la calidad 
o pureza se determina con el valor de la ratio de las absorbancias a 260nm y 280nm. 
Los ácidos nucleicos absorben la luz ultravioleta con un pico de absorción a 260nm. 
Dentro del espectrofotómetro, la muestra se expone a una luz ultravioleta a 260nm 
y el fotodetector mide la luz que pasa a través de la muestra. Cuanta más luz sea 
absorbida mayor será la concentración de ácidos nucleicos. Es muy común que los 
ácidos nucleicos se encuentren contaminados por otras moléculas como proteínas, 
fenoles u otros compuestos orgánicos. Estas moléculas tienen otros picos de 
absorción, en concreto las proteínas que son la contaminación más frecuente, 
absorben a 280nm. Por esta razón, la muestra se expone también a un haz de luz a 
280nm y por comparación de las absorbancias a ambas longitudes de onda se 
puede saber el nivel de contaminación con proteínas que tiene la muestra 
(A260/280). Esta ratio deberá situarse entre 1,8 y 2,1.                                                           
9.3.2 Retrotranscripción 
La síntesis de la cadena de ADNc se realizó partiendo de 1µg de ARN de cada una 
de las fracciones de cada uno de los pooles. El protocolo llevado a cabo es el 
genérico que se detalla a continuación: el microgramo se lleva hasta un volumen 
de 12,5 µl añadiendo agua-DEPC (dependiendo de la concentración de ARN en cada 
muestra podremos un volumen diferente y por tanto el volumen de agua a añadir 
también será variable). A continuación, se añade 1 µl de cebador oligodT y se incuba 
durante 2 minutos a 70ºC. Simultáneamente, se prepara una mezcla con los 
reactivos del kit Advantage RT for PCR kit (Clontech), compuesta por un búfer de 
reacción (4µl/muestra), desoxirribonucleótidostrifosfato (dNTPs) (1µl/muestra), 
inhibidor de la ARNasa recombinante (0,5µl/muestra) y la transcriptasa reversa 
MMLV (MoloneyMurielLeukemia Virus) (1µl/muestra). De esta mezcla se añade 
6,5µl a cada muestra y tras homogeneizar bien el contenido se introduce en el 
termociclador (GeneAmp PCR System 9700; Applied Biosystems). Se establece un 




programa que mantiene las muestras durante 60 minutos a 42ºC y posteriormente 
sube a 94ºC donde permanece 5 minutos.  
Una vez ha concluido la reacción, el contenido de los tubos fue diluido en 80µl de 
agua libre de ARNasas. 
9.4 Reacción en cadena de la polimerasa 
El ADNc resultante de la reacción de RT se utilizó como molde para su amplificación 
por PCR. Para la realización de la PCR cuantitativa cada reacción contenía 2 µl de la 
respectiva dilución de ADNc y 8 µl de ADN Master SYBR Green I mix (ROCHE). Esta 
mezcla contenía por cada una de las reacciones que se iban a llevar a cabo: 1µl de 
cebadores a 10µM (0,5µl de cada uno de los cebadores -foward y reverse-), 1µl de 
MgCl2, 5µl de agua-DEPC y 1µl de SYBR Green. Cada muestra analizada se midió por 
duplicado. La reacción de amplificación se llevó a cabo en un equipo LightCycler 
(Roche Dagnostics). El programa de amplificación consistía en un ciclo a 95ºC 
(“hotstart”), seguido de 45 ciclos a 95ºC (10 segundos), 60ºC (8 segundos) y 72ºC 
(9 segundos). La amplificación era seguida de un análisis de las curvas de melting 
usando el programa de un solo ciclo a 95ºC (2 segundos), 55ºC (10 segundos) y 
95ºC.  
Para todos los experimentos de PCR se puso un control negativo sin ADNc molde. 
Además, se utilizó la β-actina como gene housekeeping o constitutivo. 
En cuanto al diseño de los cebadores específicos para cada uno de los genes 
(PLA2G2A y UBQ) se utilizó el software Primer 3. Para ello, en primer lugar, se 
obtuvo la secuencia de nucleótidos del gen en la base de datos GENE de NCBI 
(National Center for Biotechnology in information). Esta secuencia fue introducida 
en el software Primer 3, así como las condiciones de diseño: la longitud del cebador 
debía estar entre 19 y 21 pares de bases (pb), con una temperatura de 
fusión/melting (tm) de entre 59 y 61ºC. Una vez seleccionados los cebadores, se 
comprobó su especificidad buscando homologías del amplicón en otros genes 
humanos utilizando BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los cebadores 
utilizados son detallados en la Tabla 10.  
Gen Secuencia de los cebadores (5´a 3´) 
PLA2G2A 
FW   TGA CGA CAG GAA AGG AAG CC 
RV    CTG CTC CCC GAG TTG CTA AA 
UBQ 
FW   AAG GCA TCC CTC CCG 
RV    TAA CAG CCA CCC CTC AGG C 
β-actina 
FW   GGC ACC CAG CAC AAT GAA G 
RV    CCG ATC CAC ACG GAG TAC TTG 
Tabla 10 Secuencia de los cebadores utilizados para la RT-PCR.FW: cebador sentido (del inglés: 
forward) y RV: cebador reverso (del inglés: reverse). 
Los cebadores fueron suministrados por la casa comercial Invitrogen, los cuales 
llegaban al laboratorio, liofilizados y en viales de plástico. De acuerdo a las 
especificaciones del fabricante la concentración era del orden de Mol/l, por lo que 
se diluyeron en agua-DEPC para llevarlos a 100 μM previamente a su utilización.  
9.5 Comparación de la expresión génica entre fracciones  
Para esta comprobación se utilizó el método 2-∆∆Ct. Este es un método matemático 
ampliamente utilizado para la cuantificación de cambios relativos en la expresión 
de un gen.  
El Ct o ciclo umbral es el ciclo de PCR en el cual se alcanza el umbral de 
fluorescencia, es decir, el número de ciclo al cual la intensidad de emisión del 
fluorocromo aumenta con respecto al ruido de fondo. El valor de Ct es 
inversamente proporcional al número de copias del gen estudiado, de esta manera 
cuanto menor sea un Ct, menos ciclos son necesarios para alcanzar el umbral de 
fluorescencia y por lo tanto mayor será la expresión del gen en estudio.  




Se considera que un valor de Ct superior a 40 indica que no hay amplificación y por 
lo tanto no hay expresión del gen en esas determinadas condiciones. 
Los valores de Ct obtenidos para un gen diana son normalizados con los niveles de 
Ct de un gen calibrador (suele ser el mismo gen diana en condiciones de 
tratamiento control). Además, estos valores son corregidos por los valores de Ct de 
un gen endógeno (housekeeping gene).  
   ∆Ct = Ct(gen diana) - Ct(gen calibrador) →  ∆∆Ct = ∆Ct - ∆Ct(housekeeping gene) 
No pasaremos a detallar las derivaciones matemáticas por las cuales se llega a la 
ecuación final que da nombre al método: 2-∆∆Ct, se encuentran pormenorizadas en 
Livak and Schmittgen (2001) (Livak and Schmittgen 2001). Sin embargo, se ha de 
tener en cuenta que la interpretación del resultado es la tasa de cambio o fold 
change de la expresión de un gen en dos condiciones distintas.  
En el caso particular de nuestro estudio, queremos comprobar la capacidad para 
enriquecer una muestra de espermatozoides en células con mayor expresión de un 
determinado gen. Explicado de otro modo, queremos valorar cuantas veces (fold 
change) más ARNm del gen de interés (mayor expresión) hay en la fracción positiva 
que, en la fracción negativa, tras la separación de los espermatozoides mediante la 
técnica de MACS. 
Los términos de la ecuación fueron los siguientes dependiendo en función de qué 
molécula estemos separando los espermatozoides: 
 En el caso de PLA2G2A: 
Gen diana: PLA2G2A en la fracción positiva 
Gen control o calibrador: PLA2G2A en la fracción negativa 
Gen endógeno o housekeeping gene: β-actina 
 En el caso de UBQ: 
Gen diana: UBQ en la fracción positiva 
Gen control o calibrador: UBQ en la fracción negativa 
Gen endógeno o housekeeping gene: β-actina 
Por lo tanto la ecuación final aplicada en función de la cual se determinó la 
capacidad para separar en función de cada una de las moléculas por la técnica de 
MACS, es la que sigue: 
2 - [(Ct PLA2G2A o UBQ Fracción positiva) – (Ct PLA2G2A o UBQ Fracción negativa)] 
2 - [(Ct β-actina Fracción positiva) – (Ct β-actina Fracción negativa)] 
9.6 Análisis estadístico 
Se realizó un análisis descriptivo de los datos para evaluar su comportamiento 
general (media, error estándar, mediana, etc.). La determinación del tipo de 
distribución que seguían estos datos se realizó mediante la prueba de normalidad 
de Shapiro-Wilk.  
Puesto que la distribución de los datos resultó normal en todos los casos, se realizó 
un test t student para muestras apareadas para comprar las medias de las 
fracciones positivas y negativas tras la separación espermática con MACS. 























 Descripción de la expresión proteica de CD84, PLA2G2A y UBQ. 
Para la determinación de la presencia de CD84, PLA2G2A y UBQ mediante 
citometría de flujo, se utilizaron un total de 237 muestras seminales de varones que 
acudieron a las clínicas IVI Bilbao o IVI Valencia para someterse a una TRA, ya fuera 
IAH o FIV (tipo ICSI) con ovocitos propios o donados. Concretamente se analizaron 
50 muestras en el caso de CD84, 131 en el caso de PLA2G2A y 120 para UBQ.  En un 
total de 64 muestras se analizaron dos moléculas distintas.  
En la Tabla 11 que se presenta a continuación se recogen los datos descriptivos 
generales para cada una de las tres moléculas estudiadas.  
La especificidad de los anticuerpos primarios se determinó omitiendo el anticuerpo 
primario antes de la adición del secundario y se utilizó para estandarizar los valores 






























































































Figura 18 Histogramas donde se muestra la fluorescencia de tres muestras representativas de 
cada una de las moléculas analizadas. En rojo se representa la fluorescencia del blanco realizado 
omitiendo el anticuerpo primario. En verde la fluorescencia de las muestras tratadas con ambos 
anticuerpos. En azul se representa el porcentaje de espermatozoides positivos para cada una de 
las tres proteínas, cuyo valor numérico se recoge en cada histograma. Además, en cada uno de 
los tres casos se muestra el valor de la mediana de fluorescencia tanto del blanco (MIF blanco) 
como de la muestra (MIF muestra) y el cociente entre ambos, que representa el valor normalizado 
de cada muestra (nMIF). 
 OBJETIVO 1.1. Relación de CD84, PLA2G2A y UBQ con los 
parámetros seminales. 
En este objetivo se relacionó la expresión de las tres moléculas en estudio con los 
parámetros básicos del semen evaluados en un espermiograma (volumen, 
concentración y movilidad).  
11.1 Datos descriptivos de las características seminales. 
Las 237 muestras seminales analizadas pertenecían a 232 pacientes cuya media de 
edad fue de 38,29±5,08 años. 
A continuación, recogidos en la Tabla 12, se muestran los valores descriptivos de 
los parámetros seminales evaluados de las muestras en fresco. 








Inmóviles      
(%) 
3,08 ± 1,45 53,7 ± 31,3 44 ± 14,1 8,3 ± 5,99 47,8 ± 14,1 
<0,001** <0,001** 0,604 <0,001** <0,05* 
Tabla 12 Parámetros descriptivos de las muestras seminales en fresco. Se presenta la media ± la 
desviación estándar y el resultado del test de Shapiro para cada parámetro. 
También fueron recogidos y se presentan a continuación (Tabla 13), los datos de la 
concentración y la movilidad de las muestras después de su capacitación, paso 
previo a su utilización en el correspondiente tratamiento.  
Parámetros seminales en capacitado 
Concentración (mil/ml) Progresivos (%) No progresivos (%) Inmóviles (%) 
12,6± 9,82 89,3 ± 13,2 4,77 ± 7,18 6,05 ± 8,45 
<0,001** <0,001** <0,001** <0,001** 
Tabla 13 Parámetros descriptivos de las muestras seminales en capacitado. Se presenta la media ± la 
desviación estándar y el resultado del test de Shapiro para cada parámetro. 
Debido a que el tipo de capacitación es diferente dependiendo si el tratamiento a 





ha explicado en el material y métodos, también se presentan los datos separados 
según el tipo de capacitación realizada, si era para IAH o para FIV (Tabla 14).  
Parámetros seminales en capacitado según tipo de procesado 
 Concentración (mill/ml) Progresivos (%) No progresivos (%) Inmóviles (%) 
IAH 
(43) 
23,2 ± 12 71,1 ± 15,9 15,4 ± 9,05 13,5 ± 11 
<0,001* 0,322 0,018* <0,001* 
FIV 
(195) 
10,1 ± 7,26 93,7 ± 7,61 2,15 ± 3,11 4,28 ± 6,63 
<0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 
Tabla 14 Parámetros descriptivos de las muestras seminales capacitadas, separado por tipo de 
capacitación. Se presenta la media ± la desviación estándar y el test de Shapiro para cada parámetro. 
Entre paréntesis se recoge la n para cada uno de los tipos de capacitación. 
Como se aprecia en la Tabla 14 la mayoría de los parámetros no siguen una 
distribución normal (Test Shapiro, p valor<0,05). Seguidamente se comparó la 
distribución de los parámetros estudiados entre los dos tipos de capacitación, para 
cada una de las moléculas, mediante un test de Kruskal-Wallis de comparación de 
grupos. Dicha prueba determinó que, en ninguno de los parámetros, los dos grupos 
se distribuían de la misma forma (p<0,001).  
11.2 Análisis de características seminales en relación con CD84, PLA2G2A y 
UBQ. 
11.2.1 CD84 
El análisis de la relación entre el porcentaje de espermatozoides positivos para 
CD84 y los parámetros seminales de las 50 muestra en fresco mostró que no existe 
ninguna relación lineal entre ellos. Lo mismo resultó de comparar la intensidad de 
fluorescencia de las muestras con los mismos parámetros seminales en fresco 
(Tabla 15).  
 
 
  % spz CD84 nMIF CD84 
Volumen 
Coef. correlación 0,148 0,162 
p.valor 0,305 0,261 
Concentración 
Coef. correlación -0,030 0,005 
p.valor 0,835 0,975 
Progresivos 
Coef. correlación 0,185 0,145 
p.valor 0,199 0,315 
No 
progresivos 
Coef. correlación -0,014 -0,057 
p.valor 0,923 0,700 
Inmóviles 
Coef. correlación -0,226 -0,153 
p.valor 0,114 0,290 
Tabla 15 Correlaciones de Pearson de las características seminales de las muestras en fresco con los 
valores de porcentaje de espermatozoides positivos para CD84 (%spz CD84) y los valores de nMIF para  
CD84 (nMIF CD84).  
En cuanto a la relación entre la presencia de CD84 y los parámetros seminales tras 
el proceso de capacitación, se realizaron dos análisis diferentes, uno para cada tipo 
de capacitación según el tratamiento para el que estaba destinada la muestra -IAH 
o FIV (ya fuera con ovocitos donados o propios)- para cada uno de los parámetros 
estudiados. Tampoco estos análisis mostraron ninguna asociación entre los 
parámetros seminales estudiados en el capacitado y la presencia de esta molécula 
en los espermatozoides analizados (Tabla 16). Las representaciones gráficas de 

















Coef. correlación 0,048 0,604 
p.valor 0,902 0,085 
Progresivos 
Coef. correlación 0,099 -0,096 
p.valor 0,801 0,806 
No 
progresivos 
Coef. correlación -0,230 -0,042 
p.valor 0,551 0,914 
Inmóviles 
Coef. correlación -0,042 0,146 





Coef. correlación -0,007 -0,115 
p.valor 0,967 0,473 
Progresivos 
Coef. correlación -0,033 -0,081 
p.valor 0,832 0,614 
No 
progresivos 
Coef. correlación 0,118 0,163 
p.valor 0,474 0,322 
Inmóviles 
Coef. correlación -0,002 0,034 
p.valor 0,988 0,831 
Tabla 16 Correlaciones de Pearson de las características seminales de las muestras tras ser capacitadas 
con los valores de porcentaje de espermatozoides positivos para CD84 (%spz CD84) y los valores de 
nMIF para CD84 (nMIF CD84), separadas por tipo de capacitación según el tratamiento a realizar. 
11.2.2 PLA2G2A 
En cuanto a las relaciones estudiadas entre los parámetros seminales en fresco y la 
presencia de PLA2G2A en las 131 muestras analizadas, se determinó que ninguno 
de los parámetros analizados se relacionaba ni con el porcentaje de 
espermatozoides con esta molécula en su membrana, ni con la mediana de la  





  % spz PLA2G2A nMIF PLA2G2A 
Volumen 
Coef. correlación 0,144 0,071 
p.valor 0,100 0,421 
Concentración 
Coef. correlación -0,055 0,059 
p.valor 0,533 0,504 
Progresivos 
Coef. correlación 0,027 0,086 
p.valor 0,763 0,326 
No 
progresivos 
Coef. correlación 0,011 0,038 
p.valor 0,901 0,669 
Inmóviles 
Coef. correlación -0,022 -0,096 
p.valor 0,807 0,275 
Tabla 17 Correlaciones de Pearson de las características seminales de las muestras en fresco con los 
valores de porcentaje de espermatozoides positivos para PLA2G2A (%spz PLA2G2A) y los valores de 
nMIF para PLA2G2A (nMIF PLA2G2A). 
El análisis de la relación entre los parámetros seminales en las muestras 
capacitadas para IA y la presencia de PLA2G2A en los espermatozoides de las 
muestras, no ha demostrado ninguna relación lineal.  
Sin embargo, en el caso de las muestras capacitadas para FIV, se ha encontrado una 
relación lineal y significativa entre la presencia de la molécula (tanto el porcentaje 
de espermatozoides con la molécula, como la cantidad relativa de molécula por 
espermatozoide) y el porcentaje de espermatozoides móviles progresivos (p<0,05), 
así como con el porcentaje de inmóviles (p<0,05) (siendo una relación negativa en 
el primer caso y positiva en el segundo). Además también se ha detectado una 
relación lineal y negativa entre la concentración de la muestra y el porcentaje de 
espermatozoides positivos para PLA2G2A (p<0,05), y la cantidad relativa de 














Coef. correlación 0,141 0,194 
p.valor 0,441 0,289 
Progresivos 
Coef. correlación -0,005 0,001 
p.valor 0,979 0,996 
No 
progresivos 
Coef. correlación -0,104 -0,091 
p.valor 0,570 0,622 
Inmóviles 
Coef. correlación 0,095 0,076 





Coef. correlación -0,215 -0,250 
p.valor 0,033* 0,013* 
Progresivos 
Coef. correlación -0,215 -0,200 
p.valor 0,033* 0,048* 
No 
progresivos 
Coef. correlación 0,026 0,083 
p.valor 0,800 0,424 
Inmóviles 
Coef. correlación 0,240 0,200 
p.valor 0,018* 0,048* 
Tabla 18 Correlaciones de Pearson de las características seminales de las muestras tras ser capacitadas 
con los valores de porcentaje de espermatozoides positivos para PLA2G2A (%spz PLA2G2A) y los 
valores de nMIF para PLA2G2A (nMIF PLA2G2A), separadas por tipo de capacitación según el 
tratamiento a realizar. 
11.2.3 UBQ 
En el caso del análisis de la relación entre la presencia de UBQ y los parámetros 
seminales en fresco (120 muestras seminales) se observaron algunas asociaciones.  
Se encontró una correlación negativa entre el volumen en fresco de la muestra y 
tanto el porcentaje de espermatozoides con UBQ en su membrana (p<0,05), como 
la cantidad relativa de UBQ por espermatozoide (p<0,05) (Tabla 19). 
Sin embargo, se ha encontrado una correlación positiva entre la concentración de 
espermatozoides en la muestra en fresco y el porcentaje de espermatozoides 
positivos para UBQ (p<0,01) y la misma asociación se observó con el nivel de 
proteína por espermatozoide de la muestra (p<0,01) (Tabla 19).  
En cuanto al análisis de la relación entre la movilidad y la presencia de UBQ, se 
observa una correlación positiva entre la cantidad relativa de UBQ por 
espermatozoide y el porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva 
(p<0,01) y una correlación negativa con el porcentaje de espermatozoides sin 
movilidad (p<0,05). La única asociación encontrada entre el porcentaje de 
espermatozoides con UBQ y los parámetros de la movilidad es una relación 
negativa con el porcentaje de espermatozoides con movilidad no progresiva 
(p<0,05) (Tabla 19).  
  % spz UBQ nMIF UBQ 
Volumen 
Coef. correlación -0,195 -0,194 
p.valor 0,033* 0,034* 
Concentración 
Coef. correlación 0,264 0,243 
p.valor 0,004** 0,008** 
Progresivos 
Coef. correlación 0,084 0,245 
p.valor 0,362 0,007** 
No 
progresivos 
Coef. correlación -0,194 -0,137 
p.valor 0,034* 0,137 
Inmóviles 
Coef. correlación -0,006 -0,184 
p.valor 0,950 0,044* 
Tabla 19 Correlaciones de Pearson de las características seminales de las muestras en fresco con los 
valores de porcentaje de espermatozoides positivos para la UBQ (%spz UBQ) y los valores de nMIF 
para UBQ (nMIF UBQ). 
Los resultados de los análisis de la correlación entre los parámetros del semen 
capacitado y la presencia de UBQ en los espermatozoides se recogen en la Tabla 
20. Únicamente se ha encontrado relación lineal entre el porcentaje de 
espermatozoides positivos para la molécula y los parámetros de movilidad en las 
muestras capacitadas para FIV. Siendo una relación positiva en el caso del 
porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva (p<0,01) y negativa en el 
caso de los espermatozoides inmóviles (p<0,01). No se han encontrado 
asociaciones entre ninguno de los parámetros seminales y la cantidad relativa de 





capacitadas para IA y la presencia de UBQ en dichas muestras (ya fuera medida en 
porcentaje de espermatozoides o en cantidad relativa de molécula por 
espermatozoide) (Figura 19 y Figura 20).  





Coef. correlación -0,096 -0,184 
p.valor 0,756 0,547 
Progresivos 
Coef. correlación -0,290 -0,324 
p.valor 0,336 0,280 
No 
progresivos 
Coef. correlación 0,416 0,203 
p.valor 0,157 0,506 
Inmóviles 
Coef. correlación 0,096 0,305 





Coef. correlación 0,160 0,080 
p.valor 0,100 0,415 
Progresivos 
Coef. correlación 0,337 0,049 
p.valor < 0,001* 0,615 
No 
progresivos 
Coef. correlación -0,078 -0,062 
p.valor 0,433 0,532 
Inmóviles 
Coef. correlación -0,329 -0,010 
p.valor < 0,001* 0,922 
Tabla 20 Correlaciones de Pearson de las características seminales de las muestras tras ser capacitadas 
con los valores de porcentaje de espermatozoides positivos para UBQ (%spz UBQ) y los valores de 
nMIF para UBQ (nMIF UBQ), separadas por tipo de capacitación según el tratamiento a realizar. 
Figura 19 Representación gráfica de las asociaciones entre los parámetros seminales (concentración, 
porcentaje de espermatozoides móviles progresivos, no progresivos e inmóviles) de las muestras capacitadas 
(para tratamiento de IAH o de FIV-ICSI-) y el porcentaje de espermatozoides con la molécula en estudio (CD84, 






Figura 20 Representación gráfica de las asociaciones entre los parámetros seminales (concentración, 
porcentaje de espermatozoides móviles progresivos, no progresivos e inmóviles) de las muestras capacitadas 
(para tratamiento de IAH o de FIV-ICSI-) y la cantidad relativa de cada una de las moléculas (CD84, PLA2G2A 
o UBQ) por espermatozoide. 
 OBJETIVO 1.2. Relación de CD84, PLA2G2A y UBQ con los 
parámetros embrionarios. 
Para este objetivo se han analizado los embriones de los 194 ciclos/193 pacientes 
incluidos en el estudio (101 ciclos/100 pacientes sometidos a tratamientos de FIV 
con sus propios gametos y 93 ciclos/93 pacientes con ovocitos donados).  
El total de embriones generados en tratamientos de FIV, con muestras de semen 
en las que se había analizado la presencia de alguna de las moléculas estudiadas 
fue de 1428 (788 en ciclos de donación de óvulos y 640 en ciclos con ovocitos 
propios). Concretamente en 310 embriones se había analizado la presencia de 
CD84 en las muestras seminales, en 721 embriones la presencia de PLA2G2A y en 
772 la de UBQ.  
12.1 Embriones viables 
De toda la cohorte de embriones fecundados no todos resultan en embriones 
viables, en este apartado se ha buscado si existe relación entre la probabilidad de 
tener mayor cantidad de embriones viables en una cohorte embrionaria con la 
presencia de nuestras moléculas en las muestras de espermatozoides utilizadas 
para generar dichos embriones.  
En la Tabla 21 se recogen los resultados de los modelos estadísticos mixtos 
acumulados, en términos de odds ratio (OR), es decir la relación de probabilidad de 
una categoría con respecto a otra (no viables/ viables en este caso). Separado por 
tipo de tratamiento (ovocitos propios o donados), por molécula analizada y por 
variable descriptora de la presencia de dicha molécula (cantidad de 
espermatozoides positivos para la molécula, expresado en tanto por uno y mediana 















%spz 1,667 [-5,81 - 4,79] 0,850 
nMIF 0,848 [-0,74 - 1,07] 0,722 
PLA2G2A 
(n=221) 
%spz 0,018 [0,38 - 7,67] 0,030* 
nMIF 0,073 [0,29 - 4,96] 0,028* 
UBQ  
(n=345) 
%spz 0,398 [0,92 - 0,92] <0,05* 




%spz 54,966 [-8,77 - 0,75] 0,099 
nMIF 2,071 [-1,59 - 0,13] 0,096 
PLA2G2A 
(n=494) 
%spz 0,924 [-1,53 - 1,68] 0,923 
nMIF 0,972 [-1,09 - 1,14] 0,960 
UBQ 
(n=423) 
%spz 2,166 [-3,89 - 2,34] 0,627 
nMIF 1,006 [-0,09 - 0,08] 0,894 
Tabla 21 Resultados de los CLMM para evaluar la relación entre la presencia de las moléculas en los 
espermatozoides y la probabilidad de generar embriones no viables con respecto a embriones viables, 
(%spz: cantidad de espermatozoides positivos para la molécula, expresado en tanto por uno y nMIF: 
mediana de la intensidad de fluorescencia normalizada). Entre paréntesis se presenta el número de 
embriones analizados para cada caso.  
No se ha encontrado ninguna asociación significativa entre la probabilidad de tener 
embriones no viables con la presencia de CD84 en los espermatozoides utilizados 
para tratamiento de FIV (ni con ovocitos propios, ni con donados).  
Sin embargo, se ha encontrado una correlación significativa y negativa con la 
presencia de PLA2G2A en espermatozoides utilizados en TRA con ovocitos propios 
y la probabilidad de generar embriones no viables (porcentaje de espermatozoides 
positivos – p<0,05 - cantidad relativa de proteína por espermatozoide – p>0,05 -).  
Es decir, la probabilidad de tener embriones viables en una cohorte embrionaria 
aumenta 55,56 (1/OR=1/0,018) veces cuando el aumento de la presencia de esta 
molécula es del 100% o dicho de otro modo. Del mismo modo ocurre con la 
intensidad de fluorescencia normalizada para esta molécula, por cada unidad que 
esta aumenta en la muestra de espermatozoides la probabilidad de tener 
embriones viables aumenta (1/0,073)= 13,70 veces con respecto a los no viables. 
En el caso de la UBQ también se ha encontrado una relación significativa y negativa 
entre la presencia de esta molécula en los espermatozoides (porcentaje de 
espermatozoides positivos p<0,05) utilizados en tratamientos con ovocitos propios 
y la probabilidad de tener embriones no viables en dichos tratamientos. 
En el caso de la UBQ, la probabilidad de tener embriones viables en una cohorte 
procedente de un tratamiento de FIV con ovocitos propios con respecto a los no 
viables aumenta (1/0,378=) 2,5 veces cuando el porcentaje de espermatozoides 
con UBQ pasa del 0 a 100%. 
Se muestran en las Figura 21 la variación de las probabilidades de tener embriones 
viables y no viables en una cohorte embrionaria según varía la presencia de las 
moléculas estudiadas en las muestras de espermatozoides utilizadas para los 
tratamientos.  
En términos estadísticos, en estas gráficas se muestra la tendencia lineal de las 
probabilidades de cada categoría (viable o no viable) según lo que predice el 
modelo de regresión. Dicha representación de probabilidades se hace de forma 
acumulada, esto es, la probabilidad que representa a cada categoría se suma con 
las anteriores. De este modo podemos observar, a medida que aumenta la 
presencia de moléculas, la tendencia lineal de aumento o disminución del reparto 






Figura 21 Representación gráfica de la tendencia lineal de la probabilidad de obtener embriones viables (V) 
o no viables (NV) en una cohorte embrionaria tras FIV con ovocitos propios (A) y con ovocitos donados (B) 
cuando varía la presencia de las tres moléculas en la muestra de espermatozoides, medida dicha presencia 
en tanto por 1 (A.1 y B.1) como la mediana de la intensidad de fluorescencia normalizada (A.2 y B.2) 
(*)=relación significativa.  
12.2 Número de células en día 3 de desarrollo 
El número de células de un embrión en el tercer día de su desarrollo se considera 
un factor importante en el potencial de implantación del mismo (ASEBIR. 2015). Por 
ello, en este estudio se ha evaluado la posible relación entre el número de células 
de un embrión en su día 3 y la presencia de CD84, PLA2G2A y UBQ en la muestra 
de espermatozoides utilizada para generar dichos embriones. Se han creado tres 
categorías de embriones según el número de células que presentaban: los de 
máximo potencial de implantación (7-8 células) (ASEBIR. 2015), los de desarrollo 
más lento (<7 células) y los más rápidos (>8 células).  
Los resultados estadísticos de los modelos CLMM se recogen en la Tabla 22, en 
términos de odds ratio (OR). Se muestra la relación de probabilidad media entre las 
tres categorías, según: el tipo de tratamiento (ovocitos propios o donados), la 










%spz 0,070 [-2,06 - 7,38] 0,269 
nMIF 0,717 [-0,46 - 1,13] 0,410 
PLA2G2A 
(n=223) 
%spz 0,505 [-1,44 - 2,81] 0,529 
nMIF 0,627 [-0,69 - 1,63] 0,430 
UBQ 
(n=341) 
%spz 0,302 [-0,43 - 2,82] 0,148 




%spz 14,307 [-5,82 - 0,50] 0,099 
nMIF 1,606 [-1,03 - 0,09] 0,098 
PLA2G2A 
(n=498) 
%spz 1,940 [-2,57 - 1,24] 0,496 
nMIF 1,964 [-1,99 - 0,64] 0,316 
UBQ 
(n=430) 
%spz 1,785 [-3,83 - 2,67] 0,727 
nMIF 0,975 [-0,06 - 0,11] 0,573 
Tabla 22 Resultados de los CLMM para evaluar la relación entre la presencia de las moléculas en los 
espermatozoides y el número de células en día 3 de desarrollo de los embriones generados, (%spz: 
cantidad de espermatozoides positivos para la molécula, expresado en tanto por uno y nMIF: mediana 
de la intensidad de fluorescencia normalizada). Entre paréntesis se presenta el número de embriones 






Figura 22 Representación gráfica de tendencia lineal de las probabilidades de tener embriones con más de 8 
células, 7 u 8 células y menos de 7 células, en el día 3 de desarrollo, tras un FIV con ovocitos propios (A) y con 
ovocitos donados (B). Con el aumento de la presencia de las tres moléculas en la muestra de espermatozoides, 
medida como cantidad de espermatozoides con la molécula (tanto por 1) (A.1 y B.1) y mediana de la 
intensidad de fluorescencia normalizada (A.2 y B.2) (*)=relación significativa. 
No se ha encontrado ninguna asociación lineal significativa entre la probabilidad de 
tener embriones de uno de los tres grupos definidos con respecto al número de 
células en día 3 de desarrollo, con la presencia de ninguna de las tres moléculas 
estudiadas en los espermatozoides utilizados para tratamiento de FIV (ni con 
ovocitos propios, ni con donados). 
En la Figura 22 se representa únicamente la tendencia lineal de las probabilidades 
de cada categoría según lo que predice el modelo de regresión. Dicha 
representación de probabilidades se hace de forma acumulada, esto es, la 
probabilidad que representa a cada categoría se suma con las anteriores. De este 
modo podemos observar, a medida que aumenta la presencia de moléculas, la 
tendencia lineal de aumento o disminución del reparto probabilístico de cada 
categoría en cada punto. 
12.3 Porcentaje de fragmentación en día 3 de desarrollo. 
También la fragmentación se ha visto que es un parámetro influyente en la 
capacidad de implantación de un embrión (ASEBIR. 2015). En este apartado se han 
establecido 4 nuevos puntos de corte, dividiendo la muestra en 4 grupos según su 
fragmentación (0-5%, 5-10%, 10-15%, 15-100%). Esto es así debido a que nuestra 
población de embriones en estudio presentaba una gran acumulación de 
embriones entre 5 y 15% de fragmentación. Por lo tanto, la información en cuanto 
al análisis de la relación entre el porcentaje de fragmentación de los embriones y la 
presencia de las proteínas en estudio en las muestras de semen, ha de interpretarse 
con precaución, por sus limitaciones.  
Los resultados, en términos de OR, de los CLMM de todas las variables analizadas 
se recogen en la Tabla 23. Se muestra la relación de probabilidad media entre las 
cuatro categorías, según: el tipo de tratamiento (ovocitos propios o donados), la 














%spz 130,404 [-13,3 - 3,59] 0,259 
nMIF 2,032 [-2,26 - 0,84] 0,370 
PLA2G2A 
(n=224) 
%spz 0,375 [-1,79 - 3,76] 0,488 
nMIF 0,780 [-1,25 - 1,75] 0,745 
UBQ  
(n=345) 
%spz 0,662 [-1,56- 2,39] 0,682 




%spz 0,044 [-2,07- 8,32] 0,239 
nMIF 0,864 [-0,80 - 1,1] 0,763 
PLA2G2A 
(n=497) 
%spz 0,285 [-1,16 - 3,67] 0,308 
nMIF 0,398 [-0,76 - 2,6] 0,282 
UBQ  
(n=430) 
%spz 0,562 [-4,19 - 5,34] 0,812 
nMIF 1,003 [-0,13 - 0,13] 0,962 
Tabla 23 Resultados de los CLMM para evaluar la relación entre la presencia de las moléculas en los 
espermatozoides y el porcentaje de fragmentación en día 3 de los embriones generados. (%spz: 
cantidad de espermatozoides positivos para la molécula, expresado en tanto por uno y nMIF: mediana 
de la intensidad de fluorescencia normalizada). Entre paréntesis se presenta el número de embriones 
analizados para cada caso. 
Se observó que en los pacientes con ovocitos donados no hay diferencias 
estadísticamente significativas entre los distintos niveles de fragmentación de los 
embriones evaluados en día 3 de desarrollo, en ninguna de las proteínas analizadas. 
En el caso de los embriones procedentes de ciclos de ICSI con ovocitos propios 
únicamente se ha encontrado una disminución significativa de la probabilidad de 
tener embriones con mayor fragmentación cuando aumenta la cantidad relativa de 
UBQ por espermatozoide de la muestra utilizada para el tratamiento (p<0,01). 
Dicho de otro modo, por cada unidad que aumenta la intensidad de fluorescencia 
normalizada para la UBQ en la muestra de espermatozoides, la probabilidad de que 
los embriones presenten una fragmentación de categoría inferior (menos 
fragmentados) aumenta 1,13 veces.  
Se recoge en la Figura 23 la variación de las probabilidades de tener, en una cohorte 
embrionaria, embriones más o menos fragmentados en su día 3, según varía la 
presencia de las moléculas estudiadas en las muestras de espermatozoides 
utilizadas para los tratamientos. Es nuevamente una representación de la tendencia 
lineal de las probabilidades de cada categoría según lo que predice el modelo de 






Figura 23 Representación gráfica de tendencia lineal de las probabilidades de tener embriones con distinto 
grado de fragmentación (0-5%; 5-10%; 10-15% y 15-100% del volumen del embrión), en el día 3 de desarrollo, 
tras un FIV con ovocitos propios (A) y con ovocitos donados (B). Con el aumento de la presencia de las tres 
moléculas en la muestra de espermatozoides, medida como cantidad de espermatozoides con la molécula 
(tanto por 1) (A.1 y B.1) y mediana de la intensidad de fluorescencia normalizada (A.2 y B.2) (**)=relación muy  
significativa. 
 
12.4 Simetría en día 3 de desarrollo 
En la Tabla 24 se detallan los resultados de los CLMM para cada una de las 
moléculas y cada TRA, en este caso para evaluar la relación entre la presencia de 
las moléculas y la simetría de los embriones en día 3 de su desarrollo según los 
criterios de ASEBIR (ASEBIR. 2015). Los resultados se recogen en términos de OR y 











%spz 0,449 [-10 - 11,6] 0,885 
nMIF 1,395 [-2,18 - 1,52] 0,724 
PLA2G2A 
(n=224) 
%spz 0,692 [-2,04 - 2,78] 0,765 
nMIF 0,786 [-1,07 - 1,56] 0,720 
UBQ  
(n=341) 
%spz 2,675 [-2,09 - 0,12] 0,081 




%spz 1,370 [-6,76 - 6,12] 0,924 
nMIF 0,802 [-0,91 - 1,35] 0,702 
PLA2G2A 
(n=498) 
%spz 0,883 [-2,09 - 2,34] 0,913 
nMIF 0,710 [-1,19 - 1,88] 0,662 
UBQ  
(n=428) 
%spz 0,001 [2,64 - 11,5] 0,002** 
nMIF 0,882 [0,01 - 0,25] 0,040* 
Tabla 24 Resultados de los CLMM para evaluar la relación entre la presencia de las moléculas en los 
espermatozoides y el tipo de simetría en día 3 de los embriones generados. (%spz: cantidad de 
espermatozoides positivos para la molécula, expresado en tanto por uno y nMIF: mediana de la 
intensidad de fluorescencia normalizada). Entre paréntesis se presenta el número de embriones 
analizados para cada caso. 
No se observa ninguna relación entre la simetría de los embriones y la presencia de 
CD84, ni de PLA2G2A en ninguno de los dos tipos de TRA analizados.  
Lo mismo ocurre con la UBQ y la simetría de los embriones procedentes de 
tratamientos con ovocitos propios. Sin embargo, en el caso de los tratamientos con 
ovocitos donados se ha encontrado una relación negativa, la simetría embrionaria 
en día 3 empeora con el aumento de UBQ en la muestra de espermatozoides, tanto 





relativa de molécula por espermatozoide (p<0,05). Concretamente, la probabilidad 
de tener embriones de una categoría inferior (“peor”) de simetría con respecto con 
embriones de categorías superiores aumenta (1/0,001=) 1000 veces cuando el 
porcentaje de espermatozoides con UBQ pasa de 0 a 100% y (1/0,882=) 1,13 veces 
por cada unidad que aumenta nMIF. 
En la Figura 24 se muestra la tendencia lineal de la probabilidad de cada categoría 
de simetría según lo que predice el modelo de regresión, de forma acumulada como 







Figura 24 Representación gráfica de tendencia lineal de las probabilidades de tener más o menos simétricos 
(tipos 1, 2, 3 y 4), en el día 3 de desarrollo, tras un FIV con ovocitos propios (A) y con ovocitos donados (B). 
Con el aumento de la presencia de las tres moléculas en la muestra de espermatozoides, medida como 
cantidad de espermatozoides con la molécula (tanto por 1) (A.1 y B.1) y mediana de la intensidad de 





12.5 Estadio en día 5 de desarrollo 
Se evaluó también si la presencia de las moléculas de interés en las muestras de 
espermatozoides tenía alguna relación con el desarrollo de los embriones en las 
fases avanzadas del cultivo.  
En la Tabla 25 se detallan los resultados del análisis estadístico de cada una de las 
moléculas, en cada uno de los tratamientos. Expresados dichos resultados como 
OR, mostrando más directamente la relación de probabilidad media entre las 










%spz 0,012 [1,26 - 7,64] 0,006** 
nMIF 0,533 [0,10 - 1,15] 0,019* 
PLA2G2A 
(n=105) 
%spz 141,248 [-11,9 - 2,02] 0,164 
nMIF 16,704 [-6,99 - 1,36] 0,186 
UBQ  
(n=205) 
%spz 1,060 [-1,85 - 1,73] 0,949 




%spz 4,029 [-5,43 - 2,64] 0,499 
nMIF 1,329 [-0,979 - 0,41] 0,422 
PLA2G2A 
(n=329) 
%spz 0,383 [-1,24 - 3,16] 0,392 
nMIF 0,571 [-0,95 - 2,07] 0,468 
UBQ  
(n=301) 
%spz 0,643 [-4,16 - 5,04] 0,851 
nMIF 1,008 [-0,12 - 0,11] 0,888 
Tabla 25 Resultados de los CLMM para evaluar la relación entre la presencia de las moléculas en los 
espermatozoides y el desarrollo de los blastocistos en día 5. (%spz: cantidad de espermatozoides 
positivos para la molécula, expresado en tanto por uno y nMIF: mediana de la intensidad de 
fluorescencia normalizada). Entre paréntesis se presenta el número de embriones analizados para 
cada caso. 
No se observa ninguna relación entre el desarrollo de los embriones en día 5 de 
desarrollo y la presencia de PLA2G2A, ni de UBQ, en ninguno de los dos tipos de 
TRA analizados.  
En el caso de CD84, se ha encontrado que la probabilidad de tener embriones más 
desarrollados en día 5 aumenta muy significativamente cuando aumenta el 
porcentaje de espermatozoides con CD84 en las muestras destinadas a tratamiento 
con ovocitos propios (p<0,01), concretamente la probabilidad de tener embriones 
de categorías superiores (embriones más desarrollados) aumenta (1/0,012=) 83 
veces cuando el porcentaje de espermatozoides marcados aumenta de 0 a 100%. 
Del mismo modo, se ha encontrado una relación significativa (p<0,05) y positiva 
entre el aumento de la intensidad de fluorescencia del CD84 en las muestras de 
espermatozoides y el desarrollo embrionario en día 5, siendo el aumento de esta 
probabilidad de (1/0,533=) 1,88 por unidad de intensidad de fluorescencia 
normalizada.  
En los gráficos de la Figura 25 se representa la variación de las probabilidades de 
tener embriones más o menos evolucionados en día 5 de desarrollo embrionario. 
De nuevo, la tendencia lineal de la probabilidad de cada categoría de desarrollo 








Figura 25 Representación gráfica de tendencia lineal de las probabilidades de tener embriones más o menos 
desarrollados en día 5 de desarrollo (BH; BHi; BC; BT, MC o NoE), tras un FIV con ovocitos propios (A) y con 
ovocitos donados (B). Con el aumento de la presencia de las tres moléculas en la muestra de espermatozoides, 
medida como cantidad de espermatozoides con la molécula (tanto por 1) (A.1 y B.1) y mediana de la 
intensidad de fluorescencia normalizada (A.2 y B.2) (*)=relación entre variables significativa (**)=relación muy  
significativa. 
 
12.6 Estadio en día 6 de desarrollo 
Del mismo modo, se valoró si existía alguna relación entre la presencia de las 
moléculas en las muestras de espermatozoides utilizadas para los tratamientos, con 
el estado de desarrollo de los embriones en el sexto día de su evolución (NoE, MC, 
BT, BC, BHi, BH).  
En la Tabla 26 se muestran los resultados de los CLMM realizados, expresados en 
términos de OR, en cada una de las moléculas y para cada tipo de tratamiento.  En 
la Figura 26 se representa la tendencia lineal de la probabilidad (acumulada) de 











%spz 36,917 [-9,6 - 2,38] 0,238 
nMIF 0,994 [-1,08 - 1,09] 0,991 
PLA2G2A 
(n=50) 
%spz 0,696 [-5 - 5,73] 0,895 
nMIF 0,275 [-2,25 - 4,84] 0,475 
UBQ  
(n=101) 
%spz 1,175 [-2,51 - 2,18] 0,978 




%spz 0,762 [-5,96 - 6,5] 0,932 
nMIF 1,132 [-1,19 - 0,94] 0,819 
PLA2G2A 
(n=154) 
%spz 0,121 [0,22 - 4,01] 0,029* 
nMIF 0,250 [0,06 - 2,71] 0,041* 
UBQ  
(n=132) 
%spz 1,110 [-4,23 - 4,02] 0,961 
nMIF 1,003 [-0,11 - 0,10] 0,962 
Tabla 26 Resultados de los CLMM para evaluar la relación entre la presencia de las moléculas en los 
espermatozoides y el desarrollo de los blastocistos en día 6. (%spz: cantidad de espermatozoides 
positivos para la molécula, expresado en tanto por uno y nMIF: mediana de la intensidad de 
fluorescencia normalizada). Entre paréntesis se presenta el número de embriones analizados para 
cada caso. 
No se observa ninguna relación entre el desarrollo de los embriones en día 6 de 






La única relación lineal estadísticamente significativa encontrada en el análisis de 
este parámetro es una relación positiva entre la presencia de PLA2G2A (medida con 
ambos parámetros: porcentaje de espermatozoides y nMIF) y el desarrollo de los 
blastocistos de tratamientos con ovocitos donados. 
Ambas relaciones son estadísticamente significativas (p<0,05), la probabilidad de 
tener embriones de una categoría superior en desarrollo (más evolucionados) con 
respecto a los de categorías inferiores aumenta (1/0,121=) 8,3 veces cuando el 
porcentaje de espermatozoides positivos para PLA2G2A en la muestra pasa de 0 a 
100% y aumenta (1/0,25=) 4 veces por cada unidad de nMIF que aumenta la 
presencia de la molécula en la muestra.  
 
 
Figura 26 Representación gráfica de tendencia lineal de las probabilidades de tener embriones más o 
menos desarrollados en día 6 de desarrollo (BH; BHi; BC; BT, MC o NoE), tras un FIV con ovocitos propios 
(A) y con ovocitos donados (B). Con el aumento de la presencia de las tres moléculas en la muestra de 
espermatozoides, medida como cantidad de espermatozoides con la molécula (tanto por 1) (A.1 y B.1) y 







 OBJETIVO 1.3. Relación de CD84, PLA2G2A y UBQ con los resultados 
de la TRA.  
En este último apartado se han analizado los resultados de 237 ciclos de 
reproducción asistida, se ha estudiado su relación con la presencia de PLA2G2A, 
CD84 y UBQ en las muestras de espermatozoides utilizadas para estos ciclos. Los 
resultados se presentan separados por tipo de tratamiento (IA, ICSI con ovocitos 
propios y ICSI con ovocitos donados), en cada apartado se ha evaluado como 
variables resultados la gestación bioquímica, la gestación clínica y la evolutiva.  
13.1 Datos epidemiológicos de las pacientes 
El rango de edad de todas las pacientes incluidas en este estudio fue de 23 a 46 
años. La media de edad de las pacientes que se sometieron a un tratamiento de IAH 
es de 33,68 ± 2,54 años. En el caso de las pacientes que se realizaron un FIV con sus 
propios ovocitos la media es de 34,66 ± 3,05 años. Esta media asciende a 40,22 ± 
3,51 en el caso de las pacientes que se sometieron a una FIV con donación de 
ovocitos, siendo la edad media de los ovocitos utilizados para estos tratamientos 
de 25,16 ± 4,15 años (Figura 27). 
 
Figura 27 Diagrama de cajas en el que se muestra la distribución de edades de las pacientes y las 
donantes, separado por tipo de tratamiento. 
13.2 Inseminación artificial 
Se han analizado los resultados de 44 ciclos de IAH en este estudio. Los datos 
descriptivos de los resultados de dichos ciclos en su conjunto y separados por las 
distintas moléculas analizadas en cada uno de ellos se encuentran recogidos en la 
Tabla 27. Se ha de señalar que en 10 de las 44 muestras de espermatozoides se han 
medido dos moléculas diferentes.  
Se muestran en la Tabla 27 el porcentaje de pruebas de embarazo positivas (tasa 
de gestación bioquímica), de presencia de latido fetal (tasa de gestación clínica) y 
confirmación de la correcta evolución del embarazo (tasa de gestación evolutiva), 
con respecto al total de inseminaciones realizadas.  
 TOTAL (44) CD84 (9) PLA2. (32) UBQ   (13) 
Tasa de gestación bioquímica 14% 11% 12% 31% 
Tasa de gestación  clínica 11,6% 11% 9,4% 23% 
Tasa de gestación evolutiva 11,6% 11% 9,4% 23% 
Tabla 27 Valores de los resultados de las TRA. Entre paréntesis se recoge el número de ciclos 
analizados.  
13.2.1 Gestación 
De los 44 ciclos se realizó la determinación en sangre de la hormona β-hCG, en los 
casos en que esta hormona se encontraba elevada se consideraba gestación 
bioquímica positiva.  
Los resultados de la evaluación de la existencia de una asociación entre la presencia 
de las moléculas en los espermatozoides y el resultado de una IAH se recogen en la 








 CD84 UBQ PLA2G2A 
 %spz nMIF %spz nMIF %spz nMIF 
SI 0,067 1,04 0,829 8,19 0,149 1,16 
NO 0 0,866 0,796 3,29 0,081 1,08 
P valor 0,138 0,175 0,216 0,025* 0,754 0,732 
Tabla 28 Valores de las medianas de las variables estudiadas en cada una de las moléculas-porcentaje 
de espermatozoides positivos para la molécula (%spz) y valores normalizados de la intensidad de 
fluorescencia (nMIF)- en los casos en los que hubo gestación bioquímica (SI) y en los que no la hubo 
(NO). P valor hace referencia a la significancia estadística de la prueba estadística de Wilcoxon. 
No se ha encontrado ninguna diferencia estadísticamente significativa con respecto 
al porcentaje de espermatozoides marcados para ninguna de las moléculas. Se ha 
encontrado diferencia significativa en las medianas de los valores de nMIF de UBQ 
entre los dos grupos (embarazo bioquímico si/no), siendo mayor en el caso de la 
gestación positiva. Es decir, la cantidad relativa de UBQ por espermatozoide es 
significativamente mayor en las muestras de espermatozoides que dan lugar a una 
prueba de embarazo positiva tras una IAH. 
En las otras dos moléculas (CD84 y PLA2G2A) tampoco en la intensidad de 
fluorescencia se ha visto diferencia significativa.  
13.2.2 Gestación clínica 
Otro parámetro que mide el resultado de una TRA es la gestación clínica, entendida 
como la confirmación ecográfica de un embarazo mediante la presencia de latido 
fetal. En este estudio se ha intentado relacionar la presencia de CD84, UBQ y 
PLA2G2A en los espermatozoides con la consecución o no de una gestación clínica, 
cuyos resultados se recogen en la Tabla 29.  
Tampoco se han encontrado diferencias significativas entre los grupos que 
consiguieron una gestación clínica y los que no lo consiguieron, cuando se valora el 
porcentaje de espermatozoides marcados. En cuanto a la mediana normalizada de 
intensidad de fluorescencia, en el caso de la evaluación de la gestación clínica, no 
se ha encontrado diferencias significativas en ninguna de las tres moléculas 
estudiadas. 
 CD84 UBQ PLA2G2A 
 %spz nMIF %spz nMIF %spz nMIF 
SI 0,067 1,04 0,844 6,3 0,235 1,2 
NO 0 0,866 0,8 3,35 0,064 1,04 
P valor 0,138 0,175 0,271 0,151 0,332 0,348 
Tabla 29 Valores de las medianas de las variables estudiadas en cada una de las moléculas-porcentaje 
de espermatozoides positivos para la molécula (%spz) y valores normalizados de la intensidad de 
fluorescencia (nMIF)- en los casos en los que hubo gestación clínica (SI) y en los que no la hubo (NO). 
P valor hace referencia a la significancia estadística de la prueba estadística de Wilcoxon.  
13.2.3 Gestación evolutiva 
El último parámetro evaluador del resultado de un tratamiento que tendremos en 
cuenta en este estudio es la consecución de una gestación evolutiva, entendiendo 
como tal aquella en la que en la semana 12 de gestación hay confirmación 
ecográfica de la correcta evolución del embarazo. Se recogieron los datos de la 
evolución de los embarazos en los 44 ciclos analizados en este estudio, en la Tabla 
30 se recogen los resultados estadísticos de la asociación entre estos datos y la 
presencia de las moléculas en estudio en las muestras de espermatozoides 
utilizadas para los TRA.  
Al igual que en los parámetros anteriores no se han encontrado diferencias 
significativas entre los grupos cuando observamos el porcentaje de 
espermatozoides positivo para cada una de las moléculas. Tampoco se han 
encontrado diferencias significativas en el valor de la intensidad de fluorescencia 
normalizado en ninguna de las tres moléculas analizadas cuando comparamos 
dichos valores entre el grupo que consiguió una gestación evolutiva y el grupo que 






 CD84 UBQ PLA2G2A 
 %spz nMIF %spz nMIF %spz nMIF 
SI 0,067 1,04 0,844 6,3 0,235 1,2 
NO 0 0,866 0,8 3,35 0,064 1,04 
P valor 0,138 0,175 0,271 0,151 0,332 0,348 
Tabla 30 Valores de las medianas de las variables estudiadas en cada una de las moléculas-porcentaje 
de espermatozoides positivos para la molécula (%spz) y valores normalizados de la intensidad de 
fluorescencia (nMIF)- en los casos en los que hubo gestación evolutiva (SI) y en los que no la hubo 
(NO). P valor hace referencia a la significancia estadística de la prueba estadística de Wilcoxon. 
13.3 FIV con ovocitos propios 
En un total de 101 muestras de espermatozoides capacitadas para tratamiento de 
FIV con ovocitos de la propia paciente, se ha evaluado la presencia de las proteínas 
en estudio. En un total de 21 muestras se han analizado dos moléculas diferentes.  
Se presenta los datos de aquellos ciclos en los que hubo transferencia de embriones 
en fresco, es decir, en el mismo ciclo en el que se realizó la estimulación ovárica, 
fueron un total de 66 ciclos. En los otros 35, todos los embriones fueron congelados 
y transferidos al útero de la paciente en ciclos posteriores tras su descongelación, 
o no tuvieron transferencia por ausencia de embriones viables (6 de los 35 casos).    
En la Tabla 31 se muestran los datos descriptivos de los resultados de los 66 
tratamientos en su conjunto y separado por las diferentes moléculas analizadas en 
las muestras seminales. Se recogen en la tabla el porcentaje de pruebas de 
embarazo positivas (tasa de gestación bioquímica), de presencia de latido fetal 
(tasa de gestación clínica) y confirmación de la correcta evolución del embarazo 
(tasa de gestación evolutiva), con respecto al total de transferencias realizadas. 
 TOTAL (66) CD84 (10) PLA2. (36) UBQ (37) 
Tasa de gestación bioquímica 63,6% 70 % 56 % 68 % 
Tasa de gestación clínica 56,1% 50 % 50 % 59 % 
Tasa de gestación evolutiva 50% 50 % 42 % 54 % 
Tabla 31 Valores de los resultados de las TRA. Entre paréntesis se recoge el número de ciclos 
analizados en total y para cada una de las moléculas. 
Se ha realizado un análisis de las gestaciones acumuladas de los 101 ciclos incluidos 
en el estudio, teniendo en cuenta tanto las transferencias de embriones en fresco 
como las de embriones vitrificados/desvitrificados. Se ha definido un modelo de 
Possion para cada una de las variables de gestación (bioquímica, clínica y evolutivo) 
y para cada una de las moléculas analizadas. Entraremos en detalle en los siguientes 
apartados. 
13.3.1 Gestación 
Se evaluó la gestación mediante la determinación en sangre de la hormona β-hCG, 
clasificando así el resultado del tratamiento en gestación bioquímica sí o no.  
En la Tabla 32 se recogen los resultados del test de sumas de Wilcoxon utilizado 
para evaluar la relación entre el resultado de las 66 transferencias embrionarias 
realizadas en tratamientos en fresco, con la presencia de las tres moléculas en los 
espermatozoides utilizados para los respectivos tratamiento. 
 CD84 UBQ PLA2G2A 
 %spz nMIF %spz nMIF %spz nMIF 
SI 0 0,897 0,756 4,56 0,027 1,04 
NO 0,001 0,93 0,877 5,79 0,0905 1,08 
P valor 1 0,649 0,2 0,2 0,666 0,390 
Tabla 32 Valores de las medianas de las variables estudiadas en cada una de las moléculas-porcentaje 
de espermatozoides positivos para la molécula (%spz) y valores normalizados de la intensidad de 
fluorescencia (nMIF)- en los casos en los que hubo gestación bioquímica (SI) y en los que no la hubo 
(NO). P valor hace referencia a la significancia estadística de la prueba estadística de Wilcoxon. 
No se han encontrado diferencias significativas en la presencia de UBQ, PLA2G2A 
ni CD84 en las muestras de espermatozoides capacitadas utilizadas para los 
tratamientos de FIV con ovocitos propios, entre aquellas muestras utilizadas en 
tratamientos que dieron lugar a una gestación bioquímica y aquellos que no lo 
consiguieron. En ninguna de las dos variables utilizadas para medir la presencia de 
dichas moléculas (porcentaje de espermatozoides positivos, cantidad relativa de 





Se recogen en las gráficas mostradas a continuación (Figura 28) los análisis de los 
resultados de todas las transferencias de embriones a las que se sometieron 
nuestros pacientes hasta diciembre de 2018 (transferencias acumuladas). Siempre 
embriones fruto de un único tratamiento, es decir, con la misma cohorte de 
ovocitos y muestra de semen.  
En ninguno de los casos existe relación lineal entre la presencia de la proteína, ya 
sea el porcentaje de espermatozoides positivos para la molécula o la cantidad 



















































































































13.3.2 Gestación clínica 
Como en el caso anterior, la confirmación de la gestación mediante la 
determinación de la presencia de latido fetal fue realizada en todos ciclos 
evaluados. Nuevamente en la Tabla 33 que se presenta a continuación se recoge el 
resultado del análisis estadístico de la relación entre la consecución de una 
gestación clínica y la presencia de las diferentes moléculas, en los 66 tratamientos 
con transferencia en fresco 
 CD84 UBQ PLA2G2A 
 %spz nMIF %spz nMIF %spz nMIF 
SI 0 0,866 0,814 4,73 0,027 1,04 
NO 0,001 0,93 0,859 5,26 0,079 1,07 
P valor 1 1 0,430 0,362 0,763 0,486 
Tabla 33 Valores de las medianas de las variables estudiadas en cada una de las moléculas-porcentaje 
de espermatozoides positivos para la molécula (%spz) y valores normalizados de la intensidad de 
fluorescencia (nMIF)- en los casos en los que hubo gestación clínica (SI) y en los que no la hubo (NO). 
P valor hace referencia a la significancia estadística de la prueba estadística de Wilcoxon. 
Como se ve en la tabla, en ninguna de las tres moléculas evaluadas se detectó 
diferencia en su presencia en las muestras de semen, entre las parejas que tras el 
tratamiento conseguían una gestación clínica y las que no lo hacían.  
El resultado del análisis de las gestaciones clínicas acumuladas, como en el caso 
anterior, se recoge en las gráficas expuestas a continuación (Figura 29). De la misma 
forma que en las gestaciones bioquímicas, tampoco existe ninguna asociación lineal 
entre la tasa de gestación clínica de nuestros 100 pacientes (101 ciclos) y la 

















































































































13.3.3 Gestación evolutiva 
También en este caso, en los ciclos de FIV con ovocitos propios se comprobó la 
evolución de la gestación en semana 12.  
El análisis de los tratamientos en fresco se recoge en la Tabla 34. Una vez más, ni el 
porcentaje de espermatozoides positivos para ninguna de las tres proteínas 
estudiadas, ni la cantidad relativa de proteína por espermatozoide (intensidad de 
fluorescencia) fueron significativamente diferentes entre las muestras que eran 
utilizadas en un tratamiento que terminó en una gestación evolutiva y aquellas que 
no conseguían este éxito.  
 CD84 UBQ PLA2G2A 
 %spz nMIF %spz nMIF %spz nMIF 
SI 0 0,866 0,787 4,73 0,033 1,04 
NO 0,001 0,93 0,859 5,26 0,078 1,07 
P valor 1 1 0,402 0,307 0,723 0,712 
Tabla 34 Valores de las medianas de las variables estudiadas en cada una de las moléculas-porcentaje 
de espermatozoides positivos para la molécula (%spz) y valores normalizados de la intensidad de 
fluorescencia (nMIF)- en los casos en los que hubo gestación evolutiva (SI) y en los que no la hubo 
(NO). P valor hace referencia a la significancia estadística de la prueba estadística de Wilcoxon. 
En el caso de las gestaciones evolutivas acumuladas se reproducen los resultados 
de la gestación bioquímica acumulada y clínica acumulada. No encontrándose 
relación lineal entre la tasa de gestación evolutiva acumulada y la presencia de 
ninguna de las tres moléculas en los espermatozoides utilizados para el ciclo de ICSI 



















































































































13.4  FIV con ovocitos donados 
Se han analizado los resultados de 93 ciclos de FIV con ovocitos donados (tipo ICSI). 
Cabe destacar que en 32 de los 93 ciclos se han medido dos moléculas diferentes. 
Además, se han realizado dos tipos de análisis de resultado de los ciclos; en primer 
lugar se evaluó el resultado de la primera transferencia de embriones de cada 
paciente realizada en fresco (n=88) y en segundo lugar todas las transferencias de 
embriones (en fresco y congelados) que tuvieron los 93 pacientes fruto de un único 
tratamiento (en el que se midió la presencia de las moléculas en la muestra de 
semen utilizada).  
Los datos descriptivos de los resultados de los ciclos en fresco, tanto en su conjunto, 
como separados por las distintas moléculas analizadas en cada uno de ellos, se 
encuentran recogidos en la Tabla 35.  
 TOTAL (88) CD84 (14) PLA2. (57) UBQ (49) 
Tasa de gestación bioquímica 75% 93% 72 % 67% 
Tasa de gestación clínica 65,9% 64% 67 % 61% 
Tasa de gestación evolutiva 55,7% 50% 56 % 55% 
Tabla 35 Valores de los resultados de las TRA. Entre paréntesis se recoge el número de ciclos 
analizados en total y para cada una de las moléculas. 
Para la evaluación de los resultados acumulados se ha definido un modelo de 
Possion para cada una de las variables de gestación (bioquímica, clínica y evolutivo) 
y para cada una de las moléculas analizadas.  
13.4.1 Gestación 
En todos los ciclos se realizó la determinación en sangre de la hormona β-hCG con 
tal de evaluar la gestación bioquímica.  
En la Tabla 36 se detallan los resultados del análisis estadístico (test de sumas de 
Wilcoxon) realizado para determinar la asociación entre los resultados de las TRA y 
la presencia en espermatozoides de nuestras moléculas de interés. 
 CD84 UBQ PLA2G2A 
 %spz nMIF %spz nMIF %spz nMIF 
SI 0 0,898 0,875 5,87 0,042 1,04 
NO 0,135 0,696 0,887 5,47 0,019 1,04 
P valor 0,185 0,214 0,924 0,509 0,612 0,776 
Tabla 36 Valores de las medianas de las variables estudiadas en cada una de las moléculas-porcentaje 
de espermatozoides positivos para la molécula (%spz) y valores normalizados de la intensidad de 
fluorescencia (nMIF)- en los casos en los que hubo gestación bioquímica (SI) y en los que no la hubo 
(NO). P valor hace referencia a la significancia estadística de la prueba estadística de Wilcoxon. 
Como se ve en la tabla, no se ha encontrado ninguna diferencia estadísticamente 
significativa entre el grupo de pacientes que consiguió una prueba positiva y el 
grupo que no lo consiguió, con respecto al porcentaje de espermatozoides 
marcados para ninguna de las moléculas. Tampoco se ha encontrado ninguna 
diferencia significativa en los valores de intensidad de fluorescencia de ninguna de 
las moléculas entre los dos grupos (embarazo bioquímico si/no).   
Los resultados del modelo de Poisson aplicado para estudiar la tasa de gestación 
acumulada ajustada por el número de transferencias embrionarias a las que se 
sometieron nuestros pacientes se recogen en las gráficas presentadas a 
continuación (Figura 31), junto al valor del resultado del modelo y la significancia 
del mismo.  
La presencia de ninguna de las proteínas estudiadas (ya sea expresada en 
porcentaje de espermatozoides con la molécula o cantidad relativa de molécula por 
espermatozoide), se ha encontrado que se relacione linealmente con la tasa de 





















































































































13.4.2  Gestación clínica 
Se evaluó la gestación clínica en ciclos de FIV con ovocitos donados, siguiendo la 
misma metodología que en los casos anteriores. Igualmente, en la Tabla 37 se 
recogen los resultados estadísticos del análisis de la relación entre el resultado de 
las transferencias en fresco y la presencia de PLA2G2A, CD84 y UBQ en los 
espermatozoides. 
No se han encontrado diferencias significativas entre los pacientes que tras una 
primera transferencia de un ciclo de FIV con ovocitos donados consiguen una 
gestación clínica y los que no la consiguen. En términos de presencia de alguna de 
las tres moléculas en estudio, en las muestras de espermatozoides capacitados para 
ese tratamiento, ya sea evaluando el porcentaje de espermatozoides positivos para 
cada molécula o la presencia de molécula por unidad celular (intensidad de 
fluorescencia). 
 CD84 UBQ PLA2G2A 
 %spz nMIF %spz nMIF %spz nMIF 
SI 0 0,865 0,869 5,87 0,057 1,04 
NO 0,002 0,93 0,899 5,08 0,014 1,04 
P valor 0,477 0,894 0,492 0,712 0,204 0,274 
Tabla 37 Valores de las medianas de las variables estudiadas en cada una de las moléculas-porcentaje 
de espermatozoides positivos para la molécula (%spz) y valores normalizados de la intensidad de 
fluorescencia (nMIF)- en los casos en los que hubo gestación clínica (SI) y en los que no la hubo (NO). 
P valor hace referencia a la significancia estadística de la prueba estadística de Wilcoxon. 
Tampoco se ha encontrado ninguna asociación lineal entre la presencia de las 
moléculas en estudio y el resultado acumulado (gestación clínica) de todas las 
transferencias embrionarias realizadas por nuestros pacientes de un único 
tratamiento de FIV con ovocitos donados. Los datos se recogen en las gráficas que 















































































































13.4.3 Gestación evolutiva 
También en los 93 ciclos se evaluó la evolución de los embarazos en semana 12 
mediante ecografía. Se recogen en la Tabla 38 los resultados del pertinente análisis 
estadístico para comparar la presencia de las moléculas en las muestras de 
espermatozoides, con el resultado de las TRA para las que se utilizaron.    
 CD84 UBQ PLA2G2A 
 %spz nMIF %spz nMIF %spz nMIF 
SI 0 0,865 0,875 6,32 0,041 1,04 
NO 0,002 0,93 0,887 5,08 0,024 1,04 
P valor 0,413 0,565 0,825 0,377 0,942 0,828 
Tabla 38 Valores de las medianas de las variables estudiadas en cada una de las moléculas-porcentaje 
de espermatozoides positivos para la molécula (%spz) y valores normalizados de la intensidad de 
fluorescencia (nMIF)- en los casos en los que hubo gestación evolutiva (SI) y en los que no la hubo 
(NO). P valor hace referencia a la significancia estadística de la prueba estadística de Wilcoxon. 
Tampoco se han encontrado diferencias significativas en la presencia de las 
diferentes moléculas analizadas en las muestras de espermatozoides de parejas 
que se sometieron a un tratamiento de FIV con ovocitos donados entre aquellas 
que consiguieron una gestación evolutiva y las que no lo hicieron.  
Tampoco el modelo de Poisson en este caso dio como resultado ninguna asociación 
significativa entre las moléculas y el resultado de todas las transferencias 




















































































































 OBJETIVO 2: Separación de las muestras en función de la presencia 
de las moléculas.  
5.1. Evaluación de las muestras de semen. 
 Separación en función de la presencia de PLA2G2A 
La media de la concentración y la movilidad progresiva en las muestras en fresco 
fue de 86,29±45,87 mill/ml y 45,42±13,69 % y tras su capacitación fueron 
43,91±16,85 mill/ml y 73,92±5,33 %.  En la Tabla 39 que se presenta a continuación 
se recogen los datos descriptivos de las fracciones positivas y negativas y el 
resultado del test de t- student para muestras apareadas. El resultado de dicho test 
revela que las variables seminales de concentración y movilidad progresiva son 
diferentes entre ambas fracciones.  
 Fracción positiva Fracción negativa p-valor 
Concentración (mill/ml) 8,025±3,145 24,175±7,769 1,649e-06** 
Progresivos (%) 59,750±12,084 71,167±8,932 0,01615* 
Tabla 39 Se muestra la media ± la desviación estándar de la concentración y el porcentaje de móviles 
progresivos en las dos fracciones obtenidas tras la separación con MACS-PLA2G2A. También se recoge 
la significancia del test t-student comparando dichas medias. 
 Separación en función de la presencia de UBQ 
La media de la concentración y del porcentaje de espermatozoides con movilidad 
progresiva en los eyaculados (previo a la capacitación) fue de 54,80±26,71 mill/ml 
y 47,94±10,64 %. Tras la capacitación de la muestra mediante la técnica de swim up 
la media de la concentración de espermatozoides fue de 10,13 ± 6,66 mill/ml y la 
movilidad progresiva media de 73,25±13,37 %. Los datos descriptivos de la 
movilidad espermática tras la separación por MACS se recogen en la Tabla 40, así 
como el resultado del test t-student para muestras apareadas. 
La distribución de ambas fracciones en lo que ha concentración y movilidad 





 Fracción positiva Fracción negativa p-valor 
Concentración (mill/ml) 7,800±4,473 22,581±8,494 1,076e-08** 
Progresivos (%) 57,688±12,279 64,688±11,563 0,005491** 
Tabla 40 Se muestra la media ± la desviación estándar de la concentración y el porcentaje de móviles 
progresivos en las dos fracciones obtenidas tras la separación con MACS-UBQ. También se recoge la 
significancia del test t-student comparando dichas medias. 
5.2. Valoración de la eficiencia de la separación. 
Separación en función de la presencia de PLA2G2A 
La expresión relativa del gen de la proteína PLA2G2A en la fracción positiva con 
respecto a la negativa, en los cuatro pooles, se recoge en la Figura 34. Se muestra 
la tasa de cambio de la expresión del gen, normalizado por el gen de la β-actina, al 
aplicar el método 2-∆∆Ct.  
 
Figura 34 Tasa de cambio en la expresión del ARNm de PLA2G2A entre las fracciones positivas y 
negativas tras separación de espermatozoides por MACS. 
En tres casos fue inferior a 1 pero muy próximo a este valor, es decir, no se daba un 
incremento en la cantidad de espermatozoides que presentaban este transcrito en 
la fracción positiva con respecto a la negativa. Únicamente en un pool se encuentra 















Separación en función de la presencia de UBQ 
En la Figura 35 se muestra la expresión relativa del gen de la proteína UBQ en la 
fracción positiva de la selección con MACS respecto a la fracción negativa, analizado 
con el método 2-∆∆Ct y normalizado por el gen de la β-actina.   
En el caso de la separación por UBQ en todos los pooles se consiguió en la fracción 
positiva mayor cantidad de transcrito de esta molécula en la fracción positiva que 
en la negativa.  
 
Figura 35 Tasa de cambio en la expresión del ARNm de UBQ entre las fracciones positiva y negativa 





























Hoy en día y a pesar de los avances conseguidos continuamente en el campo de la 
fertilidad, existe todavía una gran capacidad de mejora en algunos aspectos:  
- Todavía, en el 10-20% de los casos de infertilidad, el conocimiento 
disponible hasta la fecha no permite explicar la causa de dicha infertilidad, 
dándoles a estas parejas como único diagnóstico el de infertilidad de origen 
desconocido o idiopática (ESHRE 2017).  
- La tasa de éxito de los tratamientos de reproducción asistida, a pesar de 
que varía mucho dependiendo del tipo de técnica aplicada, en el “mejor” 
de los tratamientos con gametos de la propia pareja la tasa de gestación 
por transferencia es del 36,3%, ascendiendo a 54,5% con ovocitos donados 
(Sociedad Española de Fertilidad, SEF 2017). Es decir, todavía nos 
encontramos muy lejos del 100% de eficacia. 
Por ello es necesario que se continúe investigando en la mejora de estos aspectos. 
Los biomarcadores moleculares basados en la fisiología de los espermatozoides son 
un interesante punto de partida para estos posibles avances, ya que poder definir 
cuáles son las moléculas que hacen a un espermatozoide fisiológicamente 
competente, nos haría capaces de diagnosticar mejor (Kovac et al. 2013) y de 
mejorar los resultados de las técnicas de reproducción asistida seleccionando 
aquellos espermatozoides con las características moleculares de un 
espermatozoide capaz de dar lugar a una gestación (Said et al. 2006, Sakkas et al. 
2015). 
En esta línea se encuentra el presente proyecto de tesis con tres propuestas como 
posibles biomarcadores de competencia espermática: CD84, PLA2G2A y UBQ, cuya 
valía evaluaremos en este apartado a la luz de los resultados obtenidos en los 
experimentos. 
 Objetivo 1. Evaluación de la presencia de las moléculas estudiadas 
en  la membrana espermática. 
15.1 Relacionar las tres moléculas estudiadas en los espermatozoides con los 
parámetros seminales. 
Con la intención de encontrar marcadores moleculares de calidad seminal, se ha 
intentado, en primer lugar, buscar y definir si existe alguna relación entre nuestras 
tres propuestas moleculares y la calidad del semen.  Dicha calidad ha sido evaluada 
en base a los parámetros que la OMS establece como básicos para diagnosticar una 
muestra de semen; volumen, concentración, movilidad y morfología (World Health 
Organization. 2010).  
En el presente estudio no se ha incluido el parámetro de la morfología por 
considerarse el más subjetivo y difícil de evaluar, puesto que está sujeto 
únicamente a la valoración visual de la similitud de cada espermatozoide con las 
características definidas como normales por la OMS (World Health Organization. 
2010), en general poco precisas, por parte del personal del laboratorio. Por lo que 
se consideró que la variabilidad era demasiado grande para ser asumida por este 
estudio. Además, el valor pronóstico de este parámetro en cuanto a la capacidad 
del espermatozoide para ejecutar su función es un tema comprometido y todavía 
en discusión (Boyle et al. 1992, Garcia-Vazquez et al. 2016, Kovac et al. 2017, Soler 
et al. 2005).  
También se han tenido en cuenta los parámetros seminales después de la 
capacitación, concretamente; la concentración y la movilidad. En este caso 
tampoco se ha evaluado el volumen, puesto que dependiendo de la TRA a realizar 
la capacitación es diferente y concretamente en el caso de la capacitación para IA, 





llevados a cabo en nuestros centros, por lo que a nuestro juicio carece de interés 
buscar su relación con la presencia de las moléculas analizadas.   
El objetivo de este apartado consiste en buscar si existen las relaciones explicadas, 
para identificar las moléculas que están presentes en los espermatozoides de 
muestras con las mejores características y poder establecer, en último término, un 
método diagnóstico más objetivo que ayude al espermiograma a dar un diagnóstico 
de la infertilidad masculina más preciso, disminuyendo a su vez el número de casos 
de infertilidad de origen desconocido.   
CD84 
La presencia de esta molécula en la superficie de los espermatozoides se evaluó 
midiendo el porcentaje de espermatozoides que presentaban CD84 y la intensidad 
de fluorescencia de la muestra que hace referencia a la cantidad relativa de 
molécula presente en cada célula, en este caso en cada espermatozoide. 
De esta forma se determinó que no existe ninguna relación lineal entre la presencia 
de CD84 en los espermatozoides, ya sea en el porcentaje de espermatozoides 
marcados ni en la cantidad relativa de molécula por célula, con los parámetros 
seminales evaluados en este estudio (ya sea en la muestra en fresco como en la 
muestra capacitada). 
Cabe señalar el pequeño porcentaje de células positivas para esta molécula, con 
una media de aproximadamente del 5% de los espermatozoides de una muestra. 
Además, en el 37% de los casos analizados no se encontró ningún espermatozoide 
marcado para esta molécula y en aproximadamente un 59% de las muestras 
analizadas el marcaje fue inferior al 1%. A la luz de estos datos y unidos al tamaño 
muestral limitado (N=50) de nuestro estudio, nos parece importante la verificación 
de la presencia del CD84 mediante otra técnica de detección de proteínas, como 
Western Blot u otras técnicas de inmunoflorescencia. 
Si a pesar de las limitaciones comentadas de nuestro estudio, concluimos que la 
presencia de esta molécula en los espermatozoides es anecdótica y puesto que no 
existe en la bibliografía hasta el momento artículos al respecto de la presencia de 
esta molécula en espermatozoides, la única referencia a la presencia del transcrito 
de esta proteína, que no a la proteína en sí misma, en los espermatozoides, se 
encuentra en los estudios de García-Herrero y colaboradores (Garcia-Herrero 
2012).  
Por ello se podría concluir que como en la mayoría de los transcritos encontrados 
en espermatozoides maduros, no hay evidencias de la presencia en los 
espermatozoides de las proteínas para las que codifican dichos mensajeros 
(Dadoune et al. 2005). 
Sin embargo, y debido a que en nuestro estudio más del 50% de las muestras 
presentaban al menos una pequeña proporción de espermatozoides marcados, se 
ha intentado verificar a nivel de proteína, la relación directa que Garcia-Herrero y 
colaboradores habían encontrado entre el transcrito de CD84 y el resultado de las 
TRA (Garcia-Herrero 2012). En los apartados siguientes se hará referencia a estos 
resultados.    
PLA2G2A 
Al igual que en el caso anterior se evaluó la relación de la presencia de PLA2G2A 
con los parámetros de volumen, concentración y movilidad de las muestras de 





Nuevamente la presencia de PLA2G2A se examinó tanto mediante el porcentaje de 
espermatozoides positivos para esta molécula, como mediante la cantidad relativa 
de molécula en cada espermatozoide (intensidad de fluorescencia).  
Del mismo modo que en el caso anterior, no se ha encontrado ninguna relación 
lineal entre la presencia de la PLA2G2A y la calidad seminal en fresco. Sin embargo, 
en el caso de la concentración y la movilidad de los espermatozoides en la muestra 
procesada si se encuentran relaciones significativas con la presencia de PLA2G2A.   
Concretamente se ha descrito una relación lineal e inversa entre la presencia de 
PLA2G2A (tanto el porcentaje de espermatozoides con esta molécula, como la 
cantidad relativa de molécula por espermatozoide) y la concentración de 
espermatozoides en el capacitado para tratamientos de FIV. Además, ambas 
variables de presencia de la molécula se han relacionado de manera directa con el 
porcentaje de espermatozoides móviles progresivos y de manera negativa con el 
porcentaje de inmóviles, de nuevo, esta relación únicamente se encuentra en las 
muestras capacitadas para FIV (no así en las capacitadas para IA).  
Esta diferencia en los resultados, representados visualmente en la Figura 19 y 
Figura 20, indica que el tipo de capacitación afecta al recuento de espermatozoides 
en la muestra procesada, así como a la movilidad de los mismos. Lo cual concuerda 
con el propósito diferente de cada tipo de capacitación, en los tratamientos de FIV 
interesa tener los mejores y más móviles espermatozoides en detrimento de la 
concentración, ya que únicamente es necesario un espermatozoide por ovocito (en 
el caso del ICSI). No ocurre lo mismo en las inseminaciones donde interesa tener el 
máximo de espermatozoides móviles progresivos posibles (Matorras and 
Hernández 2007).  
A la luz de los resultados de los análisis en fresco y en el capacitado ajustado por 
tipo de capacitación, nos parece interesante estudiar la presencia de esta molécula 
en las muestras antes de capacitar, con la intención de verificar una posible teoría 
que explicaría los resultados obtenidos hasta el momento.  
Esta teoría plantea que entre muestras con concentraciones similares en fresco 
capacitan peor aquellas que tienen un porcentaje mayor de espermatozoides con 
PLA2G2A. Esto explicaría nuestros resultados: no existe asociación entre la 
concentración en fresco y la presencia de la molécula en el capacitado, sin embargo, 
si la hay (inversa) con la concentración en el capacitado.  
La PLA2G2A actuaría dificultando la capacitación, por lo que los espermatozoides 
con PLA2G2A en su membrana y de ellos los que mayor cantidad de la molécula 
tienen, presentarían mayor dificultad para vencer las barreras de la capacitación, lo 
que supondría que muestras que en fresco tienen mayor presencia de PLA2G2A 
consiguen tras capacitar menos espermatozoides, pero de ellos un porcentaje más 
alto presenta la molécula y la tienen en mayor cantidad.  
Esta teoría también explicaría que cuando se llevan a cabo capacitaciones más 
“ligeras”, como el swim-up, dónde se consigue un mayor número de 
espermatozoides, encontraremos mayor cantidad de espermatozoides con 
PLA2G2A que en las muestras capacitadas con métodos más restrictivos (Tabla 11), 
ya que la dificultad de paso es menor. En estos casos no se encuentre ningún tipo 















Figura 36. Dibujo esquemático de la teoría que propone a la PLA2G2A ( ) como marcador de mala 
capacitación seminal (baja concentración). 
Existen pocos estudios que busquen una asociación entre las PLA2 y las 
características seminales y las conclusiones son diversas. Por un lado, el  grupo de 
Anfuso y colaboradores describen una relación directa entre la expresión de 
algunas PLA2 en espermatozoides humanos y la movilidad de los mismos (Anfuso 
et al. 2015). Sin embargo, Sarsaifi y colaboradores en un estudio realizado con 
semen de toro, aunque refieren la presencia de PLA2 en espermatozoides, no 
encuentran diferencias en la expresión de dichas moléculas entre muestras de 
semen de baja y alta calidad (Sarsaifi et al. 2015). No obstante, ninguno de estos 
trabajos estudia concretamente la proteína de la presente tesis, PLA2G2A.  
Por lo tanto, a la luz de estos primeros resultados, en los que las asociaciones 
encontradas no son robustas o consistentes (coeficiente de determinación 
pequeño), se necesitan más estudios que verifiquen el posible papel de esta 
molécula, planteado por primera vez en este estudio, en la capacitación seminal. 
 
UBQ 
En último lugar, la presencia de UBQ se examinó mediante la valoración del 
porcentaje de espermatozoides positivos para esta molécula y la cantidad relativa 
de molécula por cada espermatozoide (intensidad de fluorescencia). 
El análisis de las muestras en fresco dio como resultado global una asociación 
positiva entre la presencia de UBQ y los parámetros de buena calidad seminal 
(datos detallados en el apartado de resultados). 
La bibliografía sobre esta relación es mucho más extensa que en el caso de las otras 
moléculas, aunque tampoco es muy concluyente por presentar resultados muy 
variados. Mientras que hay estudios que describen una correlación negativa entre 
el nivel de ubiquitinación y la morfología de los espermatozoides (Hodjat et al. 
2008, Sutovsky et al. 2002, 2004), el recuento espermático (Hodjat et al. 2008, 
Sutovsky et al. 2004) y la movilidad progresiva (Hodjat et al. 2008, Sutovsky et al. 
2004), otros grupos se encuentran en la línea de nuestros resultados, describiendo 
una asociación positiva (Muratori et al. 2005). Por último, también hay estudios en 
los que no se encuentra una correlación lineal entre el porcentaje de 
espermatozoides con UBQ y los parámetros básicos del semen (Eskandari-Shahraki 
et al. 2013, Varum et al. 2007), pero si describen una asociación negativa entre la 
intensidad de fluorescencia de las muestras y la concentración (Eskandari-Shahraki 
et al. 2013, Varum et al. 2007) la movilidad y la morfología (Varum et al. 2007). 
Se ha de tener en cuenta que la mayoría de los estudios nombrados previamente 
analizan la presencia de la UBQ en la muestra en fresco (Eskandari-Shahraki et al. 
2013, Hodjat et al. 2008, Muratori et al. 2005, Sutovsky et al. 2004, Varum et al. 





La capacitación es un proceso que se ha visto que afecta a la ubiquitinación de los 
espermatozoides, Zarei-Kheirabadi y colaboradores encuentran un aumento en el 
porcentaje de UBQ tras la capacitación (Zarei-Kheirabadi et al. 2012).  
Eskandari y colaboradores proponen que existan dos modelos de ubiquitinación en 
los espermatozoides, con funciones diferentes, antes y después de la capacitación. 
Siendo la UBQ antes de la capacitación marcador de deficiencias espermáticas y la 
que se encuentra en los espermatozoides tras la capacitación tenga un papel 
fisiológico en la interacción entre ovocito y espermatozoide (Eskandari-Shahraki et 
al. 2013).  
Este último argumento encaja con nuestros resultados post-capacitación. Nuestros 
análisis han descrito una relación positiva entre los parámetros de movilidad 
seminal post-capacitación y el porcentaje de espermatozoides con UBQ. De este 
modo, debido al papel fisiológico que pueda tener la UBQ, según Eskandari, tras la 
capacitación es lógico que esta molécula se encuentre en mayor cantidad en las 
muestras de mayor calidad (mayor movilidad). 
Por otro lado, Muratori y colaboradores en su estudio de 2005, proponen una 
explicación a que sus resultados (asociación positiva tanto entre el porcentaje de 
espermatozoides con UBQ y los parámetros seminales, como entre la intensidad de 
fluorescencia de la muestra y la morfología y concentración de la muestra en fresco) 
sean contrarios a los de otros grupos.  Dicho argumento sostiene que en los 
resultados presentados por Sutovsky y colaboradores son en realidad un artefacto 
provocado por unos “cuerpos redondos” presentes en muestras de semen total. 
Estos “cuerpos redondos” sin material nuclear, que también son ubiquitinados, se 
encuentran en mayor proporción en muestras de pacientes con 
oligoastenoteratozoospermia (Muratori et al. 2004) y son por ello, los responsables 
de la relación inversa entre la ubiquitinación y la calidad seminal (Muratori et al. 
2005, 2007).  
Este grupo, aunque mide la presencia de UBQ en las muestras en fresco, 
previamente les realiza un doble lavado con medio HTF (Human Tubal Fluid) para 
retirar los “cuerpos” ubiquitinados, este lavado podría ser equiparable a nuestra 
capacitación en el sentido de que retiramos esos “cuerpos” confundidores.  
Por lo tanto, nuestros resultados están en la línea de apoyar la UBQ como marcador 
de buena calidad seminal. Para una conclusión más robusta serían necesarios más 
estudios con un tamaño muestral mayor, ya que nuestros resultados han 
demostrado no ser muy consistentes (coeficiente de determinación pequeño). 
Nos parece interesante señalar, la variabilidad que presentan los estudios en 
cuanto a la media del porcentaje de espermatozoides positivos para la UBQ: 
3,41±0,99 (Eskandari-Shahraki et al. 2013); 69,8±17,9 (Muratori et al. 2005); 
68,4±20,1 en una población normozoospérmica (Varum et al. 2007). A pesar de 
que, sorprendentemente, los protocolos llevados a cabo son muy similares, ya que 
están basados en un estudio concreto (Sutovsky et al. 2001b); utilizando el mismo 
anticuerpo, fijación, etc.  
La media resultante de nuestro estudio asciende al 80,8±17,9 %, por encima de la 
mayoría de los estudios (se aplicó también el protocolo de Sutovsky). Aunque, 
como ya hemos comentado, se ha demostrado un aumento de la ubiquitinación de 
los espermatozoides tras la capacitación; los resultados de Zarei-Kheirabadi antes 
de la capacitación fueron de 4,64±1,02% y tras la capacitación de 8,85±1,80 % 
(Zarei-Kheirabadi et al. 2012). También el grupo de Ozanon y colaboradores, cuyo 
análisis de la presencia de UBQ se realizó post-capacitación, presenta una media 
del porcentaje de espermatozoides ubiquitinados del 4,0±0,8%, en el grupo de 





Por lo tanto, podemos concluir que sutiles cambios en el procesado de las muestras 
previo al marcaje de la UBQ -lavado (Eskandari-Shahraki et al. 2013, Muratori et al. 
2005, Varum et al. 2007), capacitación (Ozanon et al. 2005, Zarei-Kheirabadi et al. 
2012), congelación (Ozanon et al. 2005, Sutovsky et al. 2001b), entre otros- o en el 
protocolo de inmunomarcaje para citometría de flujo, pueden dar grandes 
variaciones en la detección de espermatozoides con UBQ en su membrana.  
Por lo tanto y debido a las controversias expuestas en este apartado y al limitado 
valor de nuestro estudio, consideramos pertinente la realización de más estudios 
con un tamaño muestral mayor y comparando la presencia de la UBQ en muestras 
en fresco y tras su capacitación. 
15.2 Relacionar las tres moléculas estudiadas en los espermatozoides con los 
resultados de la calidad de los embriones generados tras ICSI.  
Otra manera de valorar la calidad espermática es valorar la calidad de los 
embriones generados con esos espermatozoides, lo que se relaciona directamente 
con la capacidad de ese embrión para dar lugar a una prueba de embarazo positiva 
(ASEBIR. 2015).  
Puesto que los embriones son fruto de dos entidades diferentes; el ovocito y el 
espermatozoide y que en este proyecto nos centramos en la influencia que tiene el 
espermatozoide en el embrión, se ha intentado estandarizar al máximo la calidad 
ovocitaria con los criterios de inclusión/exclusión. Con la misma intención, se han 
analizado por separado los embriones procedentes de ovocitos propios y los 
procedentes de ovocitos donados. 
La calidad embrionaria se ha medido de tres formas; la cantidad de embriones de 
embriones con calidad sufriente para ser transferidos al útero materno o 
criopreservados (embriones viables) frente a los embriones bloqueados, 
degenerados o de calidad insuficiente (embriones no viables), dentro del grupo de 
embriones de una pareja (cohorte embrionaria).  
En segundo lugar, se han evaluado en el día 3 de desarrollo embrionario algunas de 
las características que se han relacionado con el poder de implantación de un 
embrión: número de células, fragmentación y simetría (ALPHA Scientists In 
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group Embryology 2011, 
ASEBIR. 2015). 
En tercer y último lugar, se ha evaluado el desarrollo embrionario avanzado, es 
decir, en los días 5 y 6 post ICSI. Como ya se ha explicado únicamente se tendrá en 
cuenta el ritmo de evolución, valorando para ello la no llegada a blastocisto 
(embriones no evolutivos y mórulas compactas) y el estadio de desarrollo de los 
blastocistos (BT, BC, BE, BHi y BH) (Machtinger and Racowsky 2013). 
Estas variables se han relacionado con la presencia de nuestras moléculas en las 
muestras de espermatozoides utilizadas para la generación de los embriones 
posteriormente evaluados en función de dichas variables.  
CD84 
Para evaluar la posible influencia de CD84 en la calidad y desarrollo de los 
embriones, se ha analizado el porcentaje de espermatozoides que presentaban 
CD84 en su membrana y la cantidad media relativa en cada espermatozoide de la 
muestra capacitada, la cual fue utilizada para la generación de los embriones. 
En este caso, tampoco se ha encontrado ninguna relación entre la presencia de 
CD84 en las muestras espermáticas y la probabilidad de tener embriones viables en 





temprano de los embriones (día +3), es decir, la presencia de esta molécula no 
afecta al desarrollo embrionario temprano. 
Sin embargo, si se ha encontrado una asociación significativa entre el porcentaje de 
espermatozoides con CD84 y el estadio de desarrollo de los blastocistos en día 5 de 
desarrollo procedentes, únicamente, de tratamiento con ovocitos propios. La 
misma tendencia se ha encontrado con la intensidad de fluorescencia de la 
muestra.  
Estos resultados podrían llevar a proponer a esta molécula como posible marcador 
predictivo de la llegada a blastocisto, sin embargo, el hecho de que la probabilidad 
de tener embriones viables no aumente con la presencia de CD84 en los 
espermatozoides, lleva a pensar que estos blastocistos que alcanzan el día 5 
altamente desarrollados, no tengan calidad suficiente para ser transferidos o 
congelados (embriones viables). 
Además, se ha de tener en cuenta una importante consideración con respecto al 
resultado significativo de la prueba CCLM para la relación entre la presencia de 
CD84 y el estadio de desarrollo embrionario en día 5. Los valores de OR son 
exageradamente elevados (Tabla 37), concretamente en el caso de la evaluación de 
la presencia de CD84 como porcentaje de espermatozoides positivos se obtiene una 
OR=83. Estos valores son un artefacto debido a la diferencia de densidad de 
población de puntos a lo largo del eje de los valores de la proteína, como explica la 
Figura 37, es decir, en algunos valores de CD84 el número de embriones es tan 
pequeño que 1 o 2 embriones de una determinada categoría de desarrollo 
representa un porcentaje muy elevado del total de embriones, mientras que en 
otros valores del CD84 no es así ya que la densidad de embriones es mucho mayor. 
Esta diferencia de densidades el modelo no lo tiene en cuenta y por lo tanto 
encuentra una relación significativa entre la presencia de CD84 y el estadio de 
desarrollo en día 5 de desarrollo, no podemos asumir como real. 
En conclusión, CD84 no parece tener aplicación como biomarcador de calidad 
embrionaria, de desarrollo embrionario o de viabilidad embrionaria.   
PLA2G2A 
Del mismo modo que en el caso anterior, se ha evaluado la relación entre la 
presencia de PLA2G2A en los espermatozoides utilizados para los tratamientos de 
ICSI (medida tanto en porcentaje de espermatozoides con la molécula, como en 
cantidad relativa de molécula por espermatozoide) con los parámetros de calidad 
y desarrollo de los embriones que se analizan en este estudio.  
A pesar de que dónde más cabría esperar una relación es en los tratamientos de 
FIV convencional e IA, puesto que donde parece que tiene más relación es en la 
fusión de membranas (Lessig et al. 2006, Riffo and Parraga 1997), sí hemos 
encontrado relaciones con el desarrollo de los embriones tras ICSI.  
Figura 37 Representaciones gráficas de la densidad de embriones en cada categoría de desarrollo de 
blastocisto en día 5 cuando aumenta la presencia CD84 en los espermatozoides utilizados en tratamientos 
con ovocitos propios. Se muestra la presencia de CD84 media en: A. porcentaje de espermatozoides con 







Concretamente se ha detectado una mayor probabilidad de tener más embriones 
viables cuando aumenta la presencia de PLA2G2A (tanto el porcentaje de 
espermatozoides como la cantidad por espermatozoide) únicamente en 
tratamientos con ovocitos propios. En el caso de los tratamientos con ovocitos 
donados no se ha encontrado esta relación con la probabilidad de tener embriones 
viables pero si con el desarrollo en día 6 encontrándose una relación significativa 
entre la presencia de la molécula (tanto el porcentaje  de espermatozoides como la 
cantidad relativa por célula) y un aumento de la probabilidad de tener blastocistos 
más desarrollados. 
Cabe señalar que los análisis de desarrollo en día 6 son realizados sobre un número 
de embriones mucho más pequeño que en el resto de variables, ya que lo forman 
los embriones evolutivos que no han sido congelados/transferidos en días 
anteriores y por lo tanto los resultados mucho menos robustos.  
Puesto que no se encuentra mayor calidad embrionaria al aumentar la cantidad de 
PLA2G2A en la muestra de espermatozoides, podemos asumir que el aumento del 
número de embriones viables cuando aumenta la presencia de PLA2G2A en los 
tratamientos con ovocitos propios puede ser debido a un aumento del número de 
embriones fecundados (mayor tasa de fecundación), lo que le atribuiría a esta 
molécula algún rol en la fecundación, como ya ha demostrado algunos autores 
ocurre con la familia de las PLA2 (Lessig et al. 2006, Riffo and Parraga 1997). 
Sin embargo, en este caso como en el anterior, estos resultados parecen no ser 
reales sino nuevamente un artefacto debido a la gran diferencia en el número de 
embriones para cada valor de PLA2G2A (Figura 38). Incluso en este caso se puede 
apreciar claramente que la distribución de los embriones es muy similiar entre la 
poblacion de embriones viables y no viables, lo que apoya el echo que de los 
resultados de CLMM sean un artefacto.  
En resumen, a pesar de que estos resultados no pueden considerarse fiables, 
pueden ser el punto de partida para nuevos estudios que evalúen las posibles 
implicaciones de esta molécula en la fecundación de ovocitos.  
UBQ 
En el caso de la UBQ como marcador de calidad embrionaria, se ha encontrado una 
relación positiva y estadísticamente significativa entre la presencia de esta 
molécula en los espermatozoides utilizados para tratamientos de ICSI con ovocitos 
propios y la probabilidad de tener embriones viables, así como con la calidad de los 
embriones en día 3 de desarrollo (aumentan los poco fragmentados). Resultados 
coherentes entre sí y con la posibilidad de que la ubiquitina sea un marcador de 
buena calidad embrionaria en tratamientos de ovocitos propios. 
Por otro lado, en los tratamientos llevados a cabo con ovocitos donados, se ha 
encontrado una relación negativa y significativa con la calidad embrionaria en día 3 
Figura 38 Representaciones gráficas de la densidad de embriones viables y no viables cuando aumenta la 
presencia PLA2G2A en los espermatozoides utilizados en tratamientos con ovocitos propios. Se muestra 
la presencia de PLA2G2A media en: A. porcentaje de espermatozoides con PLA2G2A. B. mediana de la 






de desarrollo, aumentando la asimetría de los embriones conforme aumenta la 
presencia de la UBQ en los espermatozoides.  
Esta diferencia de resultados entre los casos con ovocitos propios y los donados 
(donde se encuentra la relación contraria en cuanto a calidad en día 3), puede ser 
fruto de una particularidad de este estudio, ya que en las pacientes con ovocitos 
propios el único criterio de inclusión/exclusión diferente o añadido con respecto a 
los tratamientos con donación de ovocitos, es la edad. Es decir, en ningún caso se 
han excluido los casos de pacientes con fallos ováricos ocultos, con bajas reservas 
ováricas, etc. que se sabe que suponen peor calidad embrionaria y tasas más bajas 
de embarazo (Melado Vidales et al. 2017, Zakhari et al. 2018). Esto puede tener dos 
repercusiones por un lado al ser los ovocitos de donante mejores ovocitos, les 
afecta menos lo que aporten los espermatozoides o por otro lado estadísticamente 
en el caso de los tratamientos propios los resultados de este estudio son una 
desviación (un efecto estadístico, no real).  
Además en este caso también se puede apreciar la diferencia en la cantidad de 
embriones analizados procedentes de muestras de espermatozoides con distintos 
niveles UBQ, explicadas en las moléculas anteriores, que lleva a pensar que los 
resultados significativos encontrados no sean reales. 
Por lo tanto, son necesarios más estudios que verifiquen la relación entre la 
presencia de esta molécula y la calidad embrionaria en tratamientos con ovocitos 
propios. Y por otro lado, para aclarar qué papel puede tener esta molécula en el 
desarrollo temprano de los embriones que provoque una mejora en los embriones 
de ovocitos propios y empeore los embriones procedentes de ovocitos donados.  
15.3 Relacionar las tres moléculas estudiadas en los espermatozoides con los 
resultados de los tratamientos de reproducción asistida  
Para evaluar la calidad de un espermatozoide, debemos evaluar si dicho 
espermatozoide es capaz de realizar su función, fecundar un ovocito, dando lugar 
a un embrión capaz de implantarse en el útero materno y desarrollarse hasta un 
recién nacido.  
Existen, por lo tanto, diferentes maneras de evaluar la capacidad de un 
espermatozoide, como son: la tasa de fecundación, la tasa de implantación, la tasa 
de gestación y la tasa de recién nacido vivo, entre otras. Debido a que el propósito 
último de toda TRA es el de conseguir un bebé sano, a nuestro juicio, la variable de 
resultado más interesante sería la tasa de recién nacido en casa. Sin embargo, 
debido a las complicaciones obvias que supone conseguir esa información y el 
tiempo de espera necesario para conocer el resultado, se han evaluado las tasas de 
gestación, bioquímica, clínica y evolutiva.  
En este objetivo se ha buscado la asociación entre las tasas de gestación y la 
presencia de las tres moléculas en estudio en las muestras de espermatozoides 
utilizadas para los tratamientos, con la intención de identificar si CD84, PLA2G2A o 
UBQ podría ser usados como biomarcador de transferencia del embrión capaz de 
dar lugar a un embarazo o al menos, ver si su presencia en los espermatozoides 
influye en los resultados de las TRA.  
CD84  
Los resultados de la presente investigación muestran que el CD84 no está 
relacionado con ninguna de las variables de resultado de tratamiento analizadas 





Sin embargo, estudios previos encontraron una asociación entre el ARN mensajero 
de esta proteína y el resultado de todas las TRA analizada en dicho estudio (IAH, FIV 
e ICSI), ya que únicamente se encontraba presente en espermatozoides que daban 
lugar a embarazo (Garcia-Herrero 2012). Nuestra investigación no reproduce estos 
resultados a nivel de proteína.  
Esto podría ser debido a que el ARNm del CD84 realice su función en el ovocito 
directamente. Se ha detallado en la introducción que a los ARNm de los 
espermatozoides se les atribuyen diferentes funciones en el ovocito  y el embrión 
temprano, como son: transcribirse a proteínas en el ovocito y realizar su función en 
el desarrollo embrionario temprano, modular epigenéticamente la expresión 
génica o proteger al genoma en el desarrollo embrionario temprano, entre otras 
(Jodar et al. 2013, Miller and Ostermeier 2006). 
En ese caso, se explicaría el hecho de que en la presente investigación apenas se 
encuentre esta molécula en los espermatozoides y que no se detecte ninguna 
relación con los resultados de las TRA. Sin embargo, para verificar esta teoría sería 
necesario aumentar el tamaño muestral del estudio, así como verificar con otras 
técnicas de detección de proteína la presencia/ausencia del CD84 en los 
espermatozoides.  
PLA2G2A 
Como en el caso anterior, con la intención de determinar si PLA2G2A podría ser 
usado como marcador de calidad seminal o ver si influye en los resultados de las 
TRA, se ha investigado si existe relación entre la presencia de esta molécula en los 
espermatozoides, con las variables de resultado de TRA; en este caso, embarazo 
bioquímico, gestación clínica y evolutiva.  
Los resultados de este análisis muestran que no existe ninguna asociación entre las 
variables anteriormente detalladas.  
Puesto que la PLA2G2A pertenece a una familia de proteínas que se ha demostrado 
que en general intervienen en procesos de remodelado de membranas (García et 
al. 2008), incluso dentro del ámbito de la fertilidad humana, como la fusión de 
membranas entre ovocito y espermatozoide (Lessig et al. 2006, Riffo and Parraga 
1997) y en la reacción acrosómica del espermatozoide (Gramajo-Buhler et al. 2016, 
Pietrobon et al. 2005, Shi et al. 2005), cabría esperar encontrar cierta asociación 
positiva, al menos, entre la presencia de esta molécula y el resultado de las TRA 
donde el espermatozoide entra por sí solo en el ovocito (inseminación artificial y 
fecundación in vitro). De este modo, no esperaríamos dicha asociación en los 
tratamientos de ICSI, donde al introducir el espermatozoide “manualmente” en el 
interior del ovocito se “bypases” el reconocimiento entre gametos y la fusión de los 
mismos. 
A pesar de que fue únicamente utilizando la técnica de FIV convencional, donde 
García-Herrero y colaboradores describieron una diferencia muy significativa en la 
presencia del transcrito de PLA2G2A entre las muestras que lograban embarazo y 
las que no lo hacían (Garcia-Herrero 2012),  en el presente estudio no se ha podido 
incluir esta técnica de reproducción asistida por encontrarse en nuestros 
laboratorios prácticamente en desuso. Es interesante señalar que en los estudios 
de García-Herrero, esta molécula se presentaría como un potencial marcador de 
mala calidad seminal, ya que se encuentra sobreexpresado en muestras que no dan 
lugar a embarazo; lo cual es contrario a los estudios que proponen a la familia de la 
PLA2 como necesaria para la reacción acrosómica (Gramajo-Buhler et al. 2016, 






En último lugar y nuevamente con el objetivo de determinar si la presencia de esta 
proteína influye de alguna manera en los resultados de las TRA y si podría ser 
utilizada como marcador de competencia espermática, se han relacionado los 
porcentajes de espermatozoides que presentan UBQ en superficie y la cantidad 
relativa de molécula por espermatozoide con las variables de resultado de las TRA.  
Tampoco en el caso de la UBQ se ha encontrado ninguna asociación lineal entre la 
presencia de esta molécula y la consecución de un embarazo bioquímico, clínico, ni 
evolutivo.  
No existen muchos estudios que evalúen una posible asociación entre la presencia 
de UBQ y los resultados de TRA y la mayoría de ellos valoran el resultado con 
variables como tasa de fecundación o tasa de división embrionaria, en muy pocos 
estudios se valora la gestación como variable resultado.  
De cualquier modo, la información disponible sobre este objetivo tampoco es 
concluyente ya que se encuentran resultados opuestos y metodologías muy 
diferentes entre estudios. Mientras algunos grupos evalúan la presencia de la UBQ 
en muestras sin procesar no encontrando relación entre esta y el éxito del 
tratamiento para las que fueron usadas (Sutovsky et al. 2001b), otros evalúan la 
presencia de la UBQ en muestra procesadas (capacitadas) describiendo una menor 
cantidad de UBQ en muestras de parejas (con infertilidad idiopática o factor 
femenino) que consiguen un embarazo que en parejas que no lo hacen (Ozanon et 
al. 2005). En la misma línea, a favor de la tesis que defiende a la UBQ como 
marcador de mala calidad seminal, Odhiambo y su equipo, trabajando con ganado 
vacuno, consiguen una mayor tasa de embarazo cuando purifican las muestras 
seminales, retirando de la muestra los espermatozoides con UBQ en su membrana 
(Odhiambo et al. 2014).  
También cuando se evalúa la tasa de fecundación, los resultados son dispares. 
Ozanon y colaboradores encuentran una correlación negativa entre la presencia de 
esta molécula y el porcentaje de embriones correctamente fecundados (2 
pronúcleos), únicamente en pacientes con infertilidad por factor masculino 
(Ozanon et al. 2005). Sin embargo, el grupo de Eskandari aprecian una asociación 
positiva entre la intensidad de UBQ (no así el porcentaje de espermatozoides con 
UBQ) y la tasa de fecundación (Eskandari-Shahraki et al. 2013).  
La falta de consenso y la poca robustez de nuestro estudio, debido al bajo número 
de casos estudiados, no permite ser concluyente sobre la asociación de la presencia 
de UBQ en los espermatozoides y la tasa de gestación tras una TRA. Por lo tanto, 
son necesarios más estudios.  
 
 Objetivo 2. Evaluación de la eficiencia de la separación de 
espermatozoides mediante MACS, en función de UBQ y PLA2G2A 
La técnica de selección celular MACS ya está siendo utilizada en múltiples estudios 
para separar muy diversos tipos celulares con intenciones clínicas concretas, como 
por ejemplo: aislamiento de células madres mesenquimales para su uso en el 
campo de la medicina regenerativa (Nicodemou and Danisovic 2017), células madre 
de cordón umbilical para casos de trasplante de medula ósea (Islami et al. 2017), 
células asesinas inducidas por citoquinas (CIK cells) como terapia celular contra 
tumores malignos (Liu et al. 2017), etc.  
En el campo de la preservación de la fertilidad masculina, varios grupos han 
desarrollado protocolos para aislar células madre espermatogoniales en función de 
diferentes marcadores testiculares. Estos protocolos tienen como objetivo último 





testicular, hecho de especial interés en pacientes sometidos a tratamientos 
quimiotérapicos (Gassei et al. 2009, Gassei et al. 2010, He et al. 2010, Li et al. 2014, 
Valli et al. 2014, Zohni et al. 2012). 
Las características de sencillez, efectividad, bajo coste y recuperación celular 
intacta, hacen de esta técnica un aliado de los tratamientos de reproducción. Por 
ello ya está siendo utilizado en las clínicas de fertilidad, previamente a un TRA, 
separando los espermatozoides apoptóticos de los no apoptóticos, en función del 
marcador de apoptosis localizado en la membrana espermática, la PS (Polak de 
Fried and Denaday 2010, Rawe et al. 2010, Romany et al. 2014). 
Del mismo modo, la técnica de MACS podría ser utilizada para enriquecer o 
empobrecer una muestra de espermatozoides en las moléculas que nos interesen 
y que se encuentren en la membrana de los mismos. De esta manera podríamos 
aumentar la cantidad de espermatozoides que presenten una determinada 
molécula en su membrana que se haya visto que es un marcador de calidad, o bien, 
retirar de una muestra los espermatozoides que presenten las moléculas cuya 
presencia se haya relacionado con mala calidad espermática o malos resultados 
tras un tratamiento de reproducción.  
Esta interesante y potencial utilidad de la técnica MACS es la que ha llevado a 
nuestro grupo a intentar separar muestras de espermatozoides en función de 
PLA2G2A y UBQ y probar la eficiencia de dicha separación. Con el fin último de 
mejorar la selección de los espermatozoides para una TRA y de esta manera 
mejorar las tasas de éxito de estos tratamientos. 
La separación de espermatozoides con PLA2G2A en su membrana utilizando MACS 
no ha resultado en su mayoría exitosa, consiguiendo únicamente en uno de los 
cuatro ensayos un enriquecimiento de la muestra en estos espermatozoides. Cabe 
señalar que quizá la técnica utilizada en este estudio para la verificación de la 
correcta separación tras la aplicación del MACS, la RT-PCR, no sea en este caso la 
técnica más adecuada. Puesto que según los resultados de las investigaciones de 
Garcia-Herrero y colaboradores (Garcia-Herrero 2012) todas las muestras 
estudiadas presentaban este transcrito, sin embargo, nuestros resultados 
muestran que no todos las muestras presentaban la proteína, esto nos lleva a 
pensar que no en todos los casos el transcrito se traduce a proteína y por lo tanto 
la eficiencia de la separación hubiera sido más interesante evaluarla técnicas de 
detección de proteínas como el Western Blot. Sin embargo, no se ha tenido éxito 
con este tipo de técnicas, probablemente por varios motivos; entre ellos la 
presencia de albumina en los medios utilizados para la capacitación seminal que 
interfieren en la lectura de técnicas como el Western Blot. Otra posible causa es la 
saturación de los epítopos de la proteína con los anticuerpos para la separación por 
MACS que impide la unión de nuevos anticuerpos para la detección directa de la 
proteína. Y una teórica aproximación indirecta (a través de la detección de los 
anticuerpos utilizados para la separación) no sea tampoco eficaz puesto que la 
separación por MACS realizada en este trabajo, ya es en sí misma indirecta (dos 
anticuerpos). 
Por lo tanto, teniendo en cuenta las débiles asociaciones encontradas entre la 
presencia de PLA2GA y la calidad embrionaria, la ausencia de correlación con los 
resultados de las TRA y la dificultad demostrada para encontrar un protocolo de 
separación basado en la técnica de MACS que sea 100% eficaz, no consideramos  
justificado continuar invirtiendo esfuerzos en poner a punto esta técnica. 
En el caso de la separación en función de la UBQ, si se ha conseguido una población 
enriquecida en espermatozoides con esta molécula en su membrana. No obstante, 
no se ha conseguido que la separación sea 100% eficaz, es decir, no se ha 





positiva tras la separación. A pesar de que sabemos que esto es posible ya que se 
ha demostrado en numerosos estudios que esta técnica tiene una eficiencia muy 
elevada (Islami et al. 2017, Li et al. 2014, Tayebi et al. 2017), quizá esta técnica no 
sea aplicable a cualquier tipo de molécula o las afinidades de los anticuerpos no sea 
en todos los casos lo suficientemente fuertes, no resistiendo estas uniones al 
tratamiento de las muestras para esta técnica. 
En 2014, Odhiambo y colaboradores, como ya hemos mencionado, presentaron un 
trabajo en el que conseguían una mejora en la tasa de fecundación cuando 
eliminaban del semen de ganado vacuno, espermatozoides ubiquitinados 
(Odhiambo et al. 2014). Estos resultados no parecen reproducibles en humanos, 
según los resultados de este estudio, pues no se ha encontrado ninguna asociación 
entre el porcentaje de espermatozoides con UBQ y los resultados reproductivos.  
Donde sí hemos encontrado alguna diferencia significativa, como ya hemos 
mencionado, es en la intensidad de fluorescencia de las muestras de semen de 
grupos que consiguen embarazo bioquímico tras IA y grupos que no lo hacen y una 
relación entre dicha intensidad y los parámetros de calidad seminal (concentración 
y movilidad).Por lo tanto, a nuestro juicio, sería más interesante encontrar o diseñar 
un método de selección de los espermatozoides con mayor cantidad de UBQ en su 
membrana, para aplicarlo previo a los tratamientos de IA y mejorar así los 
resultados de estos tratamientos que  tienen una gran capacidad de mejora. Si se 
consiguiera aumentar la eficiencia de esta técnica, se recurriría de manera menos 
frecuente a técnicas más invasivas como el ICSI, cuya “seguridad” para los recién 
nacidos de estos tratamientos está todavía en estudio, habiéndose encontrado  
evidencias de que el uso de esta técnica aumenta el riesgo de: partos prematuros, 
bebes con menor peso, enfermedades cardiacas congénitas o malformaciones 
congénitas (Giorgione et al. 2018, McGovern et al. 2004, Mozafari Kermani et al. 
2018).  
En el presente trabajo no se ha procedido a la comprobación de la separación con 
la técnica de MACS de espermatozoides en función del CD84, por dos razones: en 
primer lugar la media del porcentaje de espermatozoides con CD84 en las muestras 
analizadas fue muy pequeño, de entorno al 5% y aunque se ha demostrado que 
esta técnica es eficaz en poblaciones tan pequeñas (Phalke and Chiplunkar 2015, 
Virant-Klun et al. 2013), el hecho de que en más de un tercio de las muestras 
analizadas no se encontrara dicha molécula, se consideró motivo suficiente para no 
realizar la comprobación. La segunda razón fue la comprobación que la presencia o 



















1. El candidato CD84: 
 El bajo porcentaje de espermatozoides positivos para esta molécula en una 
muestra de espermatozoides capacitada (entorno al 5% de media), la 
ausencia de relación entre su presencia y los parámetros de calidad seminal 
y los resultados de los tratamientos estudiados, siendo la única relación 
encontrada, una limitada asociación directa con el estadio de desarrollo de 
los embriones en su día 5 (que no se traduce en un aumento del porcentaje 
de embriones viables de una cohorte), llevan a descartar esta molécula 
como candidato a ser un buen biomarcador de calidad espermática. 
 
2. El candidato PLA2G2A: 
 Se encuentra una relación inversa entre su presencia en muestras de 
espermatozoides capacitadas y los parámetros de calidad seminal tras 
capacitar la muestra para tratamientos de ICSI (menor concentración y 
menor movilidad), pero no con los parámetros medidos en las muestras en 
fresco, lo que nos lleva a proponer la hipótesis de que la presencia de esta 
molécula en los espermatozoides dificulta de alguna manera su 
capacitación. 
 A pesar de que se han encontrado relaciones directas entre la presencia de 
PLA2G2A y la probabilidad de tener embriones viables en una cohorte 
embrionaria y la probabilidad de tener blastocistos de estadio más 
evolucionados en día 6 de desarrollo, estas asociaciones son poco robustas  
y no se traducen en una mejora de los resultados de las TRA.  
 El protocolo de separación con la técnica de MACS aquí implementado no 
es suficientemente eficaz para separar las dos poblaciones espermáticas 
(espermatozoides con PLA2G2A vs. sin PLA2G2A). Queda pospuesto 
cualquier valoración sobre ajuste del protocolo de separación hasta no 
verificar la posible relación entre esta molécula y la calidad seminal. 
 
3. El candidato UBQ: 
 Todas las asociaciones encontradas en el presente trabajo entre la 
presencia de esta molécula en espermatozoides de muestras capacitadas y 
los distintos parámetros utilizados para medir la calidad espermática 
(parámetros de calidad seminal, resultados de TRA y calidad embrionaria) 
describen a la UBQ como biomarcador de buena calidad espermática. A 
excepción de una relación inversa en el caso de la calidad embrionaria en 
día 3 de desarrollo en tratamientos con ovocitos donando. 
 El protocolo de separación con MACS implementado en el caso de la UBQ 
ha sido capaz de separar dos poblaciones con niveles de la proteína 
diferentes, sin embargo es necesario introducir cambios en el protocolo de 
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